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RESUMO 
 
 

Candida tropicalis tem surgido como uma das principais espécies de Candida não-
albicans. Switching fenotípico tem sido considerado como um possível fator de 
virulência em Candida spp., além de promover a expressão diferencial de outros 
fatores de virulência em algumas espécies. O objetivo do presente estudo foi obter e 
caracterizar variantes morfológicos de colônia (morfotipos) estáveis resultantes do 
evento de switching fenotípico obtidos a partir de 5 isolados clínicos de C. tropicalis 
e realizar uma análise comparativa entre morfotipos variantes e seus respectivos 
morfotipos parentais quanto à expressão dos seguintes fatores de virulência: 
atividades hemolítica e proteolítica; capacidade de produzir biofilme; produção de 
formas filamentosas; potencial de invasão; perfil de formas celulares no processo de 
invasão do ágar, pela técnica de fratura e avaliação ultraestrutural e perfil de 
suscetibilidade fúngica. Morfotipos estáveis foram caracterizados e identificados 
como liso, flor e rugoso (isolado 49.07); liso, cratera e centro irregular (isolado 
335.07); felpudo e miceliado (isolado 46.10); liso, crepe e flocado (isolado 100.10) e 
semi-liso e difuso (isolado 236.10). Diferenças significativas (p<0,05) foram 
encontradas quanto à produção de fator hemolítico entre os morfotipos dos isolados 
49.07, 335.07 e 100.10. Nenhum dos isolados apresentou diferenças quanto à 
atividade proteolítica em seus morfotipos. Dados da produção de biofilme revelaram 
diferenças significativas entre morfotipos liso e flor e liso e rugoso (isolado 49.07) e 
entre os morfotipos liso e crepe (isolado 100.10). Morfotipos variantes apresentaram 
maiores porcentagens de formas filamentosas em relação aos respectivos 
morfotipos parentais. A técnica de footprint revelou que morfotipos de colônias mais 
estruturadas foram mais invasivos. A microscopia eletrônica de varredura revelou 
que morfotipos variantes apresentaram maior densidade de células filamentosas no 
momento da invasão comparados a seus respectivos morfotipos parentais em cada 
isolado. Segundo o Etest®, não houve alteração no perfil de suscetibilidade entre 
morfotipos parentais e variantes para os antifúngicos anfotericina B, fluconazol e 
cetoconazol. Quanto ao itraconazol, o morfotipo variante flor apresentou resistência 
enquanto o seu respectivo parental apresentou suscetibilidade (isolado 49.07). Já o 
morfotipo variante flocado foi sensível e seu respectivo parental foi resistente. Os 
dados sugerem que switching fenotípico em C. tropicalis pode promover a expressão 
diferencial de alguns fatores de virulência, podendo também afetar a suscetibilidade 
antifúngica nesta espécie. 
 
 
Palavras-chave: Candida tropicalis. Fatores de virulência. Phenotypic Switching. 
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ABSTRACT 
 
 

Candida tropicalis has emerged as a major non-albicans Candida species. 
Phenotypic switching has been considered as a putative virulence factor in Candida 
spp. and also seems to promote the differential expression of others virulence factors 
in some species. The objective of this study was to obtain and characterize stable 
morphological colony variants (morphotypes) resulting from phenotypic switching 
event from 5 clinical isolates of C. tropicalis and perform a comparative analysis 
between morphotypes variants and their parental morphotypes for the expression of 
the following virulence factors: hemolytic and proteolytic activities, ability to produce 
biofilm, production of filamentous forms; potential invasion; profile of cellular forms in 
the process of agar invasion, the technique of fracture and ultrastructural evaluation 
and profile of fungal susceptibility. Stable morphotypes were identified and 
characterized as smooth, flower and rough (isolate 49.07), smooth, crater and 
irregular center (isolate 335.07) fuzzy and mycelial (isolate 46.10); smooth, crepe 
and flocked (isolate 100.10) and semi-smooth and diffuse (isolate 236.10). Significant 
differences (p <0.05) were found regarding the production of hemolytic factor among 
morphotypes of isolates 49.07, 335.07 and 100.10. None of the isolates showed 
differences in the proteolytic activity in their morphotypes. Biofilm production data 
revealed significant differences between morphotypes smooth and flower and 
smooth and rough (isolate 49.07) and between the smooth and crepe morphotypes 
(isolate 100.10). Morphotypes variants showed higher percentages of filamentous 
forms in relation to their respective parental morphotypes. The footprint technique 
revealed that morphotype colonies more structured were more invasive. The 
scanning electron microscopy revealed that morphotype variants had a higher 
density of filamentous cells at the time of invasion compared to their parental 
morphotypes. According to Etest®, there was not alteration in the susceptibility profile 
between parental morphotypes and variants for the antifungal amphotericin B, 
fluconazole and ketoconazole. Concerning the antifungl itraconazole, the variant 
morphotype flower (isolate 49.07) exhibited resistance while its respective parental 
morphotype was susceptible. The morphotype flocked (isolate 100.10) was 
susceptible and its respective parental morphotype was resistant. The data suggest 
that phenotypic switching in C. tropicalis may promote differential expression of some 
virulence factors can also affect the antifungal susceptibility in this species. 
 
 
Keywords: Candida tropicalis. Virulence factors. Phenotypic switching. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Candida spp. estão entre as espécies fúngicas mais prevalentes 

relacionadas a infecções nosocomiais em todo o mundo. Candida albicans é 

reconhecida como a principal espécie relacionada à colonização e infecção em 

humanos. No entanto, nos últimos anos, a emergência de infecções causadas por 

espécies não-albicans tem aumentado progressivamente. Essa mudança no perfil 

epidemiológico de espécies do gênero Candida pode ser explicada, em parte, pelo 

avanço tencnológico no desenvolvimento de novas metodologias de identificação e 

diagnótico mirobiológico, bem como o aumento no uso de fluconazol.  

C. tropicalis tem emergido como o segundo agente mais comum em 

casos de candidemia, acometendo principalmente pacientes com câncer e 

neutropenia, com elevadas taxas de morbidade e mortalidade. Também é relatado o 

aumento da incidência de C. tropicalis como agente causal de infecções 

nosocomiais do trato urinário. 

Determinantes de virulência em Candida spp. incluem switching 

fenotípico; capacidade de diferenciação celular (formação de hifas e pseudo-hifas); 

secreção de enzimas hidrolíticas, a exemplo das proteases aspárticas secretadas 

(Saps); fator hemolítico; formação de biofilme e capacidade de invasão de tecidos e 

outros substratos. Até o momento, ainda são poucos os estudos referentes a 

determinantes de virulência em espécies não-albicans. 

O evento de switching fenotípico em Candida spp., caracterizado 

pela emergência de colônias com morfologia alterada, tem sido descrito por sua 

possível correlação a outros fatores de virulência, bem como possível impacto na 

terapia antifúngica. 

A resistência a determinados antifúngicos tem sido cada vez mais 

relatada para espécies não-albicans nos últimos anos, principalmente para C. 

tropicalis. As razões para a rápida emergência de resistência nesta espécie ainda 

não são claras. Provavelmente alguns isolados podem ser inerentemente menos 

suscetíveis a alguns antifúngicos pela administração profilática e terapêutica dos 

mesmos, podendo assim selecionar mutantes naturalmente menos suscetíveis.  

Dada a relevância epidemiológica de infecções causadas por 

Candida spp., torna-se necessária a elucidação de eventos biológicos referentes aos 
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determinantes de virulência nestas espécies, especialmente para espécies não-

albicans, uma vez que a maioria dos estudos utiliza C. albicans como modelo. 
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2 OBJETIVOS 

 

Objetivo Geral 

Obter e caracterizar morfotipos variantes (variantes morfológicos) de isolados 

clínicos de C. tropicalis resultantes de switching fenotípico. 

 

Objetivos Específicos 

● Realizar uma análise comparativa entre morfotipos variantes e seus respectivos 

morfotipos parentais quanto à expressão dos seguintes fatores de virulência: 

atividades hemolítica e proteolítica; capacidade de produzir biofilme; produção de 

formas filamentosas; potencial de invasão; perfil de formas celulares no processo de 

invasão do ágar, pela técnica de fratura e avaliação ultraestrutural; 

● Avaliar o perfil de suscetibilidade antifúngica dos morfotipos variantes e seus 

respectivos morfotipos parentais frente à anfotericina B, fluconazol, itraconazol e 

cetoconazol. 
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3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

3.1 GÊNERO Candida 

 

Leveduras do gênero Candida vivem habitualmente como 

organismos comensais, fazendo parte da microbiota normal de indivíduos saudáveis 

em aproximadamente 50% da população. No entanto, se o equilíbrio da microbiota 

normal é interrompido ou as defesas do sistema imune do hospedeiro estão 

comprometidas, muitas vezes tornam-se parasitas oportunistas (NAGLIK, 2003).  

O gênero Candida compreende um dos mais importantes grupos de 

fungos oportunistas (revisado por RICHARDSON; LASS-FLÖRL, 2008; revisado por 

NUCCI et al., 2010). Existem mais de 200 espécies de Candida, das quais cerca de 

20 já foram relatadas como agentes etiológicos de um amplo espectro de infecções 

humanas (HA et al., 2010; NUCCI, 2010). Espécies patogênicas do gênero Candida 

podem causar doenças que variam de micoses superficiais a disseminadas e 

frequentemente são causa de infecções fatais (DOSTÁL et al., 2003). Existem 05 

espécies responsáveis por mais de 95% dos casos de infecções provocadas pelo 

gênero Candida: C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis e C. krusei, 

sendo as demais espécies, no momento, consideradas como espécies incomuns, 

das quais se destacam C. dubliniensis, C. gulliermondii e C. lusitaniae 

(TORTORANO et al., 2006; BASSETTI et al., 2006, 2007; DIMOPOULOS et al., 

2007, 2008; PFALLER et al., 2007, 2008; BOUZA; MUNOZ, 2008; MEAN et al., 

2008; CHEN et al., 2009; FALAGAS et al., 2010; HA et al., 2010; NUCCI et al., 

2010).  

A complexidade das interações entre Candida e o hospedeiro sugere 

que estes fungos possuam ampla versatilidade genética, a qual permite sua 

adaptação aos diferentes microambientes. Assim, estas leveduras podem colonizar 

e causar infecções em sítios anatômicos distintos, os quais podem ser amplamente 

variados quanto ao meio fisiológico (revisado por HAYNES, 2001; ROMANI et al., 

2003). 

Diversas espécies do gênero Candida estão relacionadas a 

episódios de candidemia em hospitais do mundo todo (COLOMBO et al., 2006, 

FALAGAS et al., 2010). As infecções hematogênicas são de difícil diagnóstico por 

sua apresentação inespecífica e possuem implicações relevantes quanto aos custos, 
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dificuldades de tratamento e, principalmente, quanto às taxas de mortalidade, sendo 

que sua incidência crescente é atribuída a vários fatores predisponentes a doença 

(OLAECHEA et al., 2004; GAGNE et al., 2006; revisado por RICHARDSON; LASS-

FLÖRL, 2008; SHORR et al., 2009). Dentre os fatores de risco para candidíase 

invasiva tem-se internação por longos períodos em unidade de terapia intensiva 

(UTI), neutropenia associada ao câncer, cirurgias, cateterismo, prematuridade de 

recém-nascidos, quimioterapias e exposição a agentes antimicrobianos de amplo 

espectro (CONCIA et al., 2009, NUCCI et al., 2010). 

Estudos epidemiológicos apontam C. albicans como à espécie mais 

amplamente diagnosticada entre isolados clínicos do gênero. No entanto, nas 

últimas décadas tem ocorrido um aumento significativo na frequência de outras 

espécies do gênero Candida (COLOMBO et al., 2006; BASSETTI, 2006; FRANÇA et 

al., 2008). Dados recentes revelam a prevalência de espécies não-albicans nos 

casos de candidíases invasivas (COLOMBO et al., 2007; PFALLER E DIEKEMA, 

2007; SILVA et al., 2009; CONDE-ROSA et al., 2010, NUCCI et al., 2010). Alguns 

fatores predisponentes ao desenvolvimento de candidemia por tais espécies já têm 

sido relatados (COLOMBO et al., 2006; MULLEN, 2003; PFALLER; DIEKEMA 2007; 

revisado por CONCIA et al., 2009). 

 

3.2  CANDIDA TROPICALIS 

 

C. tropicalis tem sido identificada como uma das espécies mais 

comuns de leveduras patogênicas dentre as espécies não-albicans (FRANÇA et al., 

2011), emergindo como o segundo agente mais comum em episódios de 

candidemias, principalmente em pacientes oncológicos (KONTOYIANNIS et al., 

2001; revisado por WEINBERGER et al., 2005; NUCCI; COLOMBO, 2007). No 

cenário epidemiológico de várias partes do mundo, C. tropicalis é reconhecida por 

sua frequente associação a candidíase nosocomial. Estas características fazem com 

que esta seja amplamente associada a surtos hospitalares (SHIN et al., 2002; 

NUCCI; COLOMBO, 2007; COLOMBO et al., 2006). No Brasil, C. tropicalis 

representa cerca de 20 a 24% dos casos de candidemia, superando dados relatados 

para América do Norte e Europa (NUCCI; COLOMBO, 2007). Além disso, tem sido 

relatado um aumento na incidência de C. tropicalis como agente causal de infecções 

nosocomiais do trato urinário (NEGRI et al., 2010). Tal aumento está associado a 
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uma taxa significativa de insucesso no tratamento de candidúria associada a outras 

espécies de Candida (RHO et al., 2004). 

 

3.3  FATORES DE VIRULÊNCIA  

 

Fatores de virulência são definidos como um conjunto de 

mecanismos desenvolvidos por micro-organismos patogênicos, que propiciam a 

colonização e infecção do hospedeiro, sendo determinados geneticamente, porém 

expressos sob determinadas condições (revisado por NAGLIK et al., 2003). 

Os fatores de virulência atribuídos a Candida spp. incluem switching 

fenotípico; capacidade de diferenciação celular (formação de hifas e pseudo-hifas); 

secreção de enzimas hidrolíticas, a exemplo de proteases aspárticas secretadas 

(Saps); fator hemolítico; formação de biofilme e invasão de tecidos e outros 

substratos (MANNS et al., 1994; LUO et al., 2001; AL-FATTANI; DOUGLAS, 2006; 

GOKCE et al., 2007; NOBILE et al., 2008; NAGLIK et al., 2008; JAYATILAKE, 2011).  

Embora C. albicans seja a espécie modelo nos estudos de 

determinantes de virulência, vários estudos apontam diferenças significativas quanto 

à presença e a expressão de determinados fatores de virulência em espécies não-

albicans (revisado por YANG, 2003; OKSUZ et al., 2007; COSTA et al., 2010). 

 

3.3.1 Switching Fenotípico em Candida spp. 

 

O evento de switching fenotípico em leveduras tem sido considerado 

um possível fator de virulência. Estudos recentes têm proposto que o switching 

fenotípico seja um mecanismo de microevolução acelerada que permite a 

sobrevivência do mais adaptado em novos micronichos do ambiente de crescimento 

(revisado por JAYALILAKE, 2011). 

Switching fenotípico em leveduras é caracterizado pela emergência 

espontânea de colônias com morfologia alterada, que ocorre a taxas superiores às 

de mutação, sendo sua ocorrência atribuída a mecanismos epigenéticos (SOLL, 

1992).  

No geral, os mecanismos epigenéticos incluem processos que 

alteram a expressão gênica por gerar modificações no material genético que podem 

ser transmitidas para as células filhas durante as divisões mitóticas e meióticas. 
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Estes mecanismos compreendem alterações nas histonas e padrão de metilação do 

DNA, resultando em alterações ao nível transcricional (local ou global) (EGGER et 

al., 2004; MULLER; PRADO, 2008).  

Em leveduras o switching fenotípico é um fenômeno randômico com 

taxas significativas de interconvertibilidade, não necessariamente induzido por sinais 

externos (SLUTSKY et al., 1987). Diferentemente dos eventos relacionados à 

transição blastoconídio-hifa, onde todas as células de uma mesma população 

expressam fenótipos alternativos sob condições ambientais variadas, no mecanismo 

de switching, apenas um número reduzido de células expressa diferentes fenótipos 

sob uma única condição ambiental (SOLL, 1992). 

O processo de switching fenotípico permite aos fungos serem 

resilientes a pressões seletivas, uma vez que mantém a capacidade destes gerarem 

diversidade (JAIN et al., 2008). Micro-organismos capazes de realizar switching 

fenotípico são submetidos a uma rápida microevolução, o que lhes permitem 

adaptar-se a um microambiente em constante mudança, além de facilitar o potencial 

patogênico no hospedeiro (STRAUB et al., 2001; JAIN et al., 2008). A alteração 

fenotípica também pode estar relacionada a diferentes perfis de suscetibilidade 

fúngica, o que sugere ser um importante mecanismo de sobrevivência (YOON et al., 

1999). 

A ocorrência de switching fenotípico em leveduras foi primeiramente 

descrita para C. albicans (SLUTSKY et al., 1985; SLUTSKY et al., 1987; SOLL, 

1992), sendo que o sistema denominado white-opaque tem sido considerado modelo 

nestes estudos. Neste sistema, um gene regulatório está posicionado próximo a uma 

região heterocromática que pode existir em dois estados alternativos, um estado de 

silenciamento e outro estado de relaxamento. A transição entre esses dois estados 

resulta na ativação ou inativação de genes regulatórios associados, que por sua vez 

leva a expressão ou repressão de um conjunto de genes específicos, por exemplo, 

genes opaque-específico (SOLL, 1992). 

Diferentemente do observado para C. albicans, ainda são escassos 

os estudos relativos ao evento de switching em espécies não-albicans. Até o 

momento, a ocorrência de switching fenotípico foi descrita para C. tropicalis (SOLL 

et al., 1988; FRANÇA et al., 2011; PORMAN et al., 2011), Candida parapsilosis 

(LOTT et al., 1993; LAFFEY; BUTLER, 2005), Candida lusitaniae (YOON et al., 

1999) e Candida glabrata (LACHKE et al., 2000, 2002; SRIKANTHA et al., 2008). 
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Dados da literatura têm revelado que algumas características 

adaptativas têm sido associadas aos eventos de switching em espécies de Candida. 

Yoon et al. (1999) observaram diferentes perfis de suscetibilidade em variantes 

morfológicos de C. lusitaniae. Laffey e Butler (2005) demonstraram o potencial 

individualizado de diferentes morfotipos de C. parapsilosis quanto à formação de 

biofilme e capacidade em invasão. Antony et al. (2007) descreveram diferenças na 

expressão de fatores de virulência como aderência, hidrofobicidade e produção de 

protease em diferentes morfotipos de C. albicans. Srikantha et al. (2008) 

descreveram que o sistema de switching denominado dark brown em C. glabrata 

confere vantagem a populações colonizadoras desta espécie. 

Em C. tropicalis, a ocorrência de switching fenotípico foi observada 

pela primeira vez por Soll et al. (1988). Estes autores relataram que isolados de C. 

tropicalis exibiram alta frequência de switching fenotípico durante o desenvolvimento 

de infecções sistêmicas. Segundo estes autores, esta característica pode estar 

relacionada à capacidade infecciosa por espécies patogênicas de Candida. Mais 

recentemente, França et al. (2011) demonstraram pela primeira vez a capacidade 

diferencial de formação de biofilme entre morfotipos de C. tropicalis. Neste estudo, 

foi demonstrada a organização ultra-estrutural de morfotipos, bem como a presença 

de material extracelular em morfotipos mais estruturados, sugerindo que o material 

extracelular possa desempenhar papel estrutural nestes morfotipos. 

Porman et al. (2011) descreveram a ocorrência de um sistema de 

switching em linhagens de C. tropicalis o qual foi denominado de white-opaque, por 

apresentar semelhanças morfológicas ao sistema white-opaque de C. albicans. No 

entanto, segundo estes autores, este sistemas diferem em vários aspectos, 

particularmente quanto ao perfil transcricional de genes envolvidos em ambos 

sistemas. 

O evento de switching também tem sido associado ao processo de 

mating sexual em Candida (SOLL, 2009; PORMAN et al., 2011). Em C. albicans 

somente células da fase opaque são mating-competentes. Essas parecem sinalizar 

a formação de biofilme por células white, facilitando o mating e protegendo o frágil 

gradiente de ferormônios que direcionam o quimiotropismo, um processo necessário 

para a fusão. Mais recentemente foi também demonstrado que C. tropicalis utiliza 

switching para regular o programa de mating sexual. Segundo estes autores, tanto o 

switching fenotípico quanto o mating sexual são dependentes do fator transcricional 



21 
 

denominado Wor1, o qual é regulado por temperatura em outras espécies fúngicas. 

Segundo estes autores, aproximadamente 400 genes são diferentemente expressos 

entre os dois estados fenotípicos analisados, incluindo Wor1 (PORMAN et al., 2011). 

 

3.3.2  Fator Hemolítico 

 

A habilidade de micro-organismos patogênicos em adquirir ferro 

elementar é de fundamental importância no estabelecimento de infecções em 

hospedeiros mamíferos. Uma vez que este elemento não é encontrado na forma 

livre no organismo, muitos patógenos o adquirem a partir de um ou outro composto 

contendo ferro (MANNS et al., 1994). Watanabe et al. (1997) e Manns et al. (1994) 

reportaram que C. albicans secreta um fator hemolítico, capaz de disponibilizar 

hemoglobina a partir de eritrócitos humanos. Posteriormente, estes autores 

caracterizaram este fator hemolítico como sendo uma manoproteína (WATANABE et 

al., 1999). 

A produção de fator hemolítico por C. tropicalis foi primeiramente 

descrita por Luo et al. (2001). Segundo estes autores, as diferentes espécies de 

Candida apresentaram um perfil diferencial de expressão de hemolisinas, sendo que 

C. tropicalis apresentou atividade beta-hemolítica em níveis significantemente 

superiores a de outras espécies. 

Mais recentemente foi demonstrado que isolados de C. tropicalis, 

obtidos de diferentes amostras clínicas, apresentam capacidade de promover 

hemólise in vitro (FRANÇA et al., 2010a; NEGRI et al., 2010; FAVERO et al., 2011).  

França et al. (2010b) demonstraram que a produção de fator 

hemolítico in vitro por C. tropicalis foi variável em relação ao sítio de isolamento, 

sendo que isolados de candidemia apresentaram-se menos hemolíticos que isolados 

de urina, lesão ungueal e secreção traqueal. Favero et al. (2011), demonstraram 

pela primeira vez a secreção, em meio de cultivo líquido, de fator hemolítico por 

isolados clínicos C. tropicalis.  

 

3.3.3  Proteases aspárticas secretadas (Saps) 

 

A produção de proteases aspárticas secretadas (Saps) é 

considerada um dos principais fatores de virulência atribuídos a Candida spp. Em C. 
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albicans, estas proteases estão envolvidas no processo de adesão, dano tecidual, e 

degradação de componentes do sistema imune como imunoglobulinas do tipo A 

(HAYNES, 2001; revisado por HUBE, 2001; ZAUGG et al., 2001).  

C. tropicalis, assim como C. albicans, é capaz de secretar proteases 

aspárticas in vitro (ZAUGG et al., 2001; DOSTÁL et al., 2003). Sabe-se que C. 

tropicalis possui pelo menos quatro genes que codificam proteases aspárticas 

secretadas (Saps), sendo designados SAPT1 a SAPT4 (ZAUGG et al., 2001). 

Segundo estes autores, C. tropicalis foi capaz de expressar SAPT1 quando cultivada 

na presença de albumina soro bovina (BSA) como única fonte de nitrogênio, em 

níveis superiores em relação aos demais genes SAPTs os quais foram expressos 

em níveis basais. Mais recentemente, Silva et al. (2011a) empregaram tecido 

reconstituído humano para avaliar a expressão de genes SAPT. Segundo estes 

autores, a expressão dos genes SAPT1 a SAPT4 por isolados de C. tropicalis 

ocorreu de forma isolado dependente, com maiores expressões de SAPT2 a SAPT4 

em relação a SAPT1, raramente expresso. A expressão diferencial dos genes que 

codificam proteases aspárticas secretadas em C. tropicalis pode refletir em 

diferenças quanto ao grau de patogenicidade nesta espécie. 

 

3.3.4  Biofilme 

 

Biofilme é definido como uma comunidade microbiana séssil, 

composta por células fortemente aderidas a um substrato ou umas as outras, 

embebidas por uma matriz extracelular polimérica. Estas são fenotipicamente 

distintas de células planctônicas ou células suspensas, particularmente, são menos 

suscetíveis a agentes antimicrobianos, possivelmente devido à presença de matriz 

extracelular polimérica (revisado por DOLAN; COSTERTON, 2002, AL-FATTANI; 

DOUGLAS, 2006; TROFA et al., 2008).  

A capacidade de crescimento na forma de biofilme possui 

importância clínica significativa, uma vez que esta pode estar associada à expressão 

aumentada de possíveis fatores de virulência (SILVA et al., 2010). 

Shin et al. (2002) avaliaram a formação de biofilmes por diferentes 

espécies de Candida, revelando que a porcentagem de isolados de C. albicans 

produtores de biofilme foi significativamente inferior à de isolados de espécies não-

albicans. Estudos comparativos entre C. albicans e C. tropicalis quanto à formação 
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de biofilme, em condição estática, revelaram que C. tropicalis apresenta maior 

capacidade produtora (AL-FATTANI; DOUGLAS, 2006). 

Alterações na imunidade do hospedeiro são requeridas por Candida 

spp. para alterarem seu comportamento de comensais a patógenos, assim sendo, o 

biofilme possui papel importante na expressão de genes relacionados a outros 

fatores de virulência (SILVA et al., 2011b). 

Estudo referente à formação de biofilme associada à ocorrência de 

switching foi realizado por Laffey e Butler (2005), onde encontraram um potencial 

diferenciado para formação de biofilme, em superfície abiótica, entre variantes 

fenotípicos de C. parapsilosis. A avaliação do pontencial de formação de biofilme em 

variantes fenotípicos em C. tropicalis até o momento é pouco conhecida. Porém, 

recentemente, França et al. (2011), avaliaram o potencial de formação de biofilme 

em variantes fenotípicos de C. tropicalis. Neste estudo, foi observado um potencial 

variado para formação de biofilme entre os diferentes fenótipos, sendo colônias de 

fenótipo liso menos formadoras de biofilme comparadas aos demais fenótipos. 

 

3.3.5  Polimorfismo em Candida spp. 

 

Leveduras do gênero Candida produzem células filhas por 

brotamento que são separadas nos locais de septação. Entretanto outras 

morfologias também ocorrem, em espécies do gênero, incluindo pseudohifas, que 

também crescem por brotamento possuindo distintas constrições em septos, sendo 

mais alongadas e não necessariamente separadas. Já as hifas verdadeiras são 

formadas por tubos finos com parede celulares paralelas sem constrições septais 

(LACAZ, et al., 2002) 

C. tropicalis é considerado um fungo polimórfico por existir em 

múltiplas formas morfogenéticas, incluindo fases blastoconidiais, hifais e 

pseudohifais (SILVA et al., 2011b). 

Para patógenos fúngicos, é amplamente aceito que a morfologia 

celular blastoconidial é essencial para uma disseminação no hospedeiro, enquanto 

formas filamentosas são necessárias para a invasão do tecido. Recentemente, Silva 

et al. (2011a), demonstrou que apenas formas filamentosas de C. tropicalis foram 
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capazes de invadir o epitélio oral, sugerindo que a filamentação pode facilitar a 

invasão do tecido por esta espécie. 

 

3.3.6  Capacidade de invasão 

 

A conversão de blastoconídio para formas filamentosas (hifas e 

pseudohifas) tem sido considerada um importante fator de virulência em C. albicans. 

Estudos utilizando epitélio oral humano reconstituído (RHOE) para avaliação da 

capacidade invasiva de Candida spp. permitiram demonstrar diferenças na 

capacidade invasiva entre diferentes isolados de C. albicans (JAYATILAKE et al., 

2006).  

Segundo Jayatilake et al. (2008, 2009), as múltiplas interações 

fungo-hospedeiro como cavitações, tigmotropismo e morfogênese participam 

durante a invasão tecidual. Jayatilake et al. (2008) ao compararem o potencial 

invasor de diferentes espécies de Candida, em modelos de candidíase oral (mucosa 

de língua de coelho ex vivo – RTME e RHOE), demonstraram que C. albicans foi 

capaz de invadir tanto na forma leveduriforme quanto na forma de hifas, sendo a 

invasão por hifas estimulada pelo contato, semelhante ao tigmotropismo. O mesmo 

estudo demonstrou ainda a ocorrência de cavitações em células epiteliais, 

possivelmente devido à atividade de enzimas extracelulares produzidas pela 

levedura. 

Zucchi et al. (2011) evidenciaram que a filamentação invasiva de C. 

albicans no meio ágar é promovida por uma proteína ligada a parede celular. Para 

espécies não-albicans é sugerido que formas filamentosas (hifas e/ou pseudohifas) 

também auxiliam na penetração invasiva de barreiras físicas (LAFFEY; BUTLER, 

2005; revisado por JAYATILAKE, 2011). No entanto poucos são os dados da 

literatura relativos à capacidade invasiva de espécies não-albicans. 

Recentemente Silva et al. (2011a) demonstraram a habilidade de 

isolados de C. tropicalis em invadir epitélio humano reconstituído de forma isolado-

dependente, uma vez que apenas isolados capazes que produzir formas 

filamentosas invadiram o epitélio oral humano reconstituído, acarretando danos 

significantes ao tecido. Posteriormente, Silva et al. (2011b) revelaram que a 

capacidade de invasão de C. tropicalis foi superior a de C. glabrata empregando o 

mesmo modelo de epitélio humano reconstituído. 
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Em 2005, Laffey e Butler avaliaram a capacidade invasiva de 

variantes fenotípicos de C. parapsilosis empregando a técnica de “footprint”, que 

consiste na documentação fotográfica de colônias crescidas em meio de cultivo 

solidificado antes e após remoção das células. Com isso, foi descrito, que o fenótipo 

interfere na invasão do ágar, uma vez que colônias de fenótipo mais complexo foram 

mais invasivas por revelarem maior quantidade de células remanescentes no ágar 

após lavagem. Resultados semelhantes foram encontrados em estudo com 

variantes fenotípicos de Saccharomyces cerevisiae, reforçando a hipótese de que 

colônias de fenótipos mais estruturados parecem invadir mais o ágar do que 

colônias de fenótipo liso (ŠT’OVÍČEK et al., 2010). 

 

3.4  PERFIS DE SUSCETIBILIDADE ANTIFÚNGICA EM Candida tropicalis 

 

Com o aumento do número de infecções causadas por espécies de 

Candida, principalmente por espécies não-albicans, tem havido uma redução na 

suscetibilidade aos antifúngicos comumente empregados. Estudos têm demonstrado 

diferenças no perfil de suscetibilidade fúngica entre espécies não-albicans 

(NGUYEN et al., 1998; ANTUNES et al., 2004).  

A resistência a azóis em C. tropicalis têm sido frequentemente 

investigada (VANDEPUTE, 2005). Menezes et al. (2009) relataram a ocorrência de 

isolados clínicos obtidos de sangue e urina resistentes ao fluconazol e itraconazol. 

Conforme revisado por Kothavade et al. (2010), a resistência ao fluconazol em 

isolados clínicos de C. tropicalis têm aumentado, sendo esta devido a 

superexpressão de gene CtERG11. Metin et al. (2011) descreveram a ocorrência de 

isolados dose-dependentes ao fluconazol e resistentes ao itraconazol (31,5% dos 

isolados testados). Mais recentemente, Furlaneto et al. (2011) avaliaram o perfil de 

suscetibilidade ao fluconazol em 69 isolados de C. tropicalis, dos quais 7 isolados 

(5%) foram resistentes. Além dos azóis, resistência a 5-fluorocitosina também já foi 

desrita em isolados clínicos C. tropicalis (COLOMBO et al., 2006). 

Favalessa et al. (2010) observaram uma tendência a valores de 

CIMs mais elevados para azóis em isolados de C. tropicalis, os quais registraram a 

ocorrência de resistência em 50% destes isolados para fluconazol e itraconazol e 

37,5% para cetoconazol. 



26 
 

Dados de perfis de suscetibilidade fúngica obtidos de estudos em 

hospitais terciários brasileiros revelaram um aumento no perfil de resistência de C. 

tropicalis a antifúngicos comumente utilizados na prática clínica. Em estudos de 

Bruder-Nascimento et al. (2010), dos 25 isolados de C. tropicalis avaliados, 18,4% e 

10% dos isolados apresentaram resistência ao fluconazol e itraconazol, 

respectivamente. Pereira et al. (2010) em suas avaliações encontraram o 

predomínio de resistência em espécies não-albicans incluindo C. tropicalis, 

resistente ao fluconazol. 
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ARTIGO 

 

Avaliação de fatores de virulência em morfotipos de Candida tropicalis 

 

1 INTRODUÇÃO 

 

Estudos apontam Candida tropicalis como a segunda ou terceira 

espécie mais comumente isolada entre as espécies de Candida não-albicans, sendo 

mais frequentemente associada a infecções nosocomiais como candidemia e 

infecções do trato urinário (COLOMBO et al., 2006; NEGRI et al., 2010; MUÑOZ et 

al., 2011; FURLANETO et al., 2011). 

Vários fatores de virulência parecem estar associados a infecções 

causadas por C. tropicalis (KRCMERY et al., 2002, COSTA et al., 2009). Dentre 

estes têm-se a capacidade de diferenciação celular (formação de hifas e pseudo-

hifas); secreção de enzimas hidrolíticas, como proteases aspárticas secretadas 

(Saps), fosfolipases e hemolisinas; formação de biofilme e invasão de tecidos e 

outros substratos (Revisado por SILVA et al. 2011a, 2011b). Além desses, a 

ocorrência de switching fenotípico tem sido descrita para esta espécie (SOLL et al., 

1988; FRANÇA et al., 2011; PORMAN et al., 2011). 

O evento de switching fenotípico é caracterizado como um 

mecanismo epigenético e parece permitir aos fungos serem resilientes a pressões 

seletivas, uma vez que mantém a capacidade destes gerarem diversidade (SOLL, 

1992; JAIN et al., 2008).  

O switching fenotípico em leveduras do gênero Candida tem sido 

correlacionado com variações na expressão de outros fatores de virulência, bem 

como de suscetibilidade a determinados antifúngicos (YOON et al., 1999; LAFFEY e 

BUTLER, 2005; ANTONY et al., 2007; FRANÇA et al., 2011). 

O presente trabalho teve por objetivo a avaliação da expressão 

fenotípica de fatores de virulência por morfotipos variantes, originados de switching 

fenotípico, de isolados clínicos de C. tropicalis. Os fatores de virulência avaliados 

compreenderam: a produção de fator hemolítico e de proteases ácidas secretadas 

(Saps); formação de biofilme e capacidade invasiva em ágar. Além destes fatores, 

foi também avaliada a capacidade de diferenciação em formas filamentosas e o perfil 
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de suscetibilidade fúngica, estabelecendo uma análise comparativa entre morfotipos 

variantes e seus respectivos morfotipos parentais. 

 

2 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

2.1  MATERIAL BIOLÓGICO 

 

No presente estudo foram utilizados 5 isolados clínicos obtidos a 

partir de secreção traqueal (49.07 e 335.07) e hemocultura (46.10, 100.10 e 236.10) 

de C. tropicalis. Estes isolados fazem parte da coleção de leveduras do Laboratório 

de Genética e Biologia Molecular de Fungos da Universidade Estadual de Londrina e 

sua identificação foi realizada utilizando o meio cromogênico CHROMagar® Candida 

e confirmada por PCR, conforme Furlaneto-Maia et al. (2008). 

 

2.2 OBTENÇÃO E CARACTERIZAÇÃO DE VARIANTES FENOTÍPICOS 

 

A obtenção dos variantes fenotípicos dos isolados 49.07; 335.07; 

46.10; 100.10 e 236.10 de C. tropicalis foi realizada conforme descrito por França et 

al. (2011), com modificações. Células de cada isolado foram inoculadas em 3 mL de 

meio YPD (1% extrato de levedura; 2% peptona; 2% glicose), pH 6,5 e cultivadas 

por 24 h a 28ºC, sob agitação. A cultura resultante foi diluída e homogeneamente 

distribuída em placas de petri contendo meio YPD solidificado a uma densidade de 

aproximadamente 300 colônias por placa de 90 mm de diâmetro. As placas foram 

incubadas por 96 h a 28 ºC e a proporção de colônias exibindo fenótipos distintos do 

parental foi mensurada. 

Colônias de morfologia parental, juntamente com as colônias de 

morfologia variante, visualmente homogêneas, foram sub-cultivadas 

sequencialmente por cerca de dez vezes consecutivas nas mesmas condições. 

Colônias cuja morfologia permaneceu estável durante este período foram então 

selecionadas. Fenótipos parentais foram incluídos como morfotipos. Fenótipos 

distintos dos parentais foram considerados variantes. Os fenótipos estáveis de cada 

isolado foram fotografados em microscópio esterioscópio (Motic SMZ-140), 

nomeados e utilizados para avaliação comparativa de expressão de fatores de 
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virulência entre morfotipos variantes e seus respectivos morfotipos parentais de 

cada isolado individualmente. 

 

2.3 DETERMINAÇÃO DE ATIVIDADE HEMOLÍTICA EM MEIO SOLIDIFICADO 

 

A atividade hemolítica in vitro dos morfotipos foi realizada utilizando 

o ensaio descrito por França et al. (2010b), com modificações. Uma colônia de cada 

morfotipo cultivado por 96 h a 28 °C em meio YPD solidificado, foi suspensa em 1 

mL de água destilada estéril, diluída e a concentração celular foi ajustada para 2x107 

células/mL. Desta concentração, 2 µL correspondentes a 4x104 células/mL foram 

inoculados em gota sobre a superfície de meio Sabouraud solidificado suplementado 

com 7% de sangue fresco de carneiro. As placas foram incubadas por 48 h a 37 °C, 

e o perfil de hemólise analisado. A presença de halo interno translúcido ou 

esverdeado circundando a colônia é o indicativo de atividade hemolítica positiva, que 

quando confirmada, foi mensurada em milímetros com valores convertidos em Pz 

(halo da colônia/halo colônia + halo de hemólise). 

 

2.4 DETERMINAÇÃO DE ATIVIDADE PROTEOLÍTICA EM MEIO SOLIDIFICADO 

 

Para análise de atividade proteolítica, foi utilizado o ensaio descrito 

por França et al. (2010b), com modificações, onde uma colônia de cada morfotipo 

cultivado por 96 h a 28 °C em meio YPD solidificado foi suspensa em 1 mL de água 

destilada estéril, diluída e a concentração celular foi ajustada para 2x107 células/mL. 

Desta concentração, 2 µL correspondentes a 4x104 células/mL foram inoculados em 

gota sobre a superfície de meio Candida solidificado (20% de glicose, 0,1% de 

extrato de levedura, 0,02% de MgSO4. 7 H20, 0,25% de K2HPO4, 0,5% de NaCl e 

1,5% de solidificado), pH 4,5, suplementado com 0,2% de albumina soro-bovina 

(BSA). As placas foram incubadas por 6 dias a 37 °C e atividade proteolítica 

avaliada de acordo com a formação de halo de degradação do substrato ao redor da 

colônia. A dimensão do halo de degradação da albumina soro-bovina foi mensurada 

em milímetros com valores convertidos em Pz (halo da colônia/halo colônia+ halo de 

proteólise). 
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2.5  QUANTIFICAÇÃO DA BIOMASSA DE BIOFILME 

 

A produção de biofilme in vitro dos morfotipos foi determinada 

segundo Silva et al. (2009), com modificações. Para cada morfotipo, células de 

colônias cultivadas por 96 h a 28 °C em meio YPD solidificado foram suspensas em 

1 mL de meio YPD, diluídas e a concentração celular ajustada para 5x107 células/mL 

utilizando uma câmara hemocitométrica. Suspensões de células padronizadas 

(200µL, contendo 1x107 células/mL) foram inoculadas em microplacas de 

poliestireno de 96 poços, que foram incubadas a 28 °C sob agitação (120 rpm). Após 

24 h de incubação, 100 µL de meio YPD foram removidos e igual volume de YPD 

fresco foi adicionado. A preparação foi incubada novamente por mais 24 h a 28 °C 

sob agitação (120 rpm). Posteriormente, o meio foi aspirado e as células não 

aderentes foram removidas por duas lavagens em água ultra-pura estéril. A 

habilidade de formar biofilme foi mensurada pela quantificação de biomassa total por 

coloração com cristal violeta. Assim após lavagens, o biofilme foi fixado com 200 µL 

de metanol, que foram removidos após 15 minutos de contato. As microplacas foram 

secas a temperatura ambiente, e 200 µL de solução cristal violeta (1%) foram 

adicionados a cada poço, e removidos após 5 minutos. Os poços foram lavados com 

água ultra-pura estéril e 200 µL de ácido acético (33%) foram adicionados para 

eliminar o corante. A absorbância da solução obtida foi lida em leitor de microplaca 

(Bio-Tek L 808) a 540 nm. Os experimentos foram repetidos duas vezes e realizados 

em triplicata. 

 

2.6 ANÁLISE QUANTITATIVA DE FORMAS FILAMENTOSAS  

 

A fim de avaliar os tipos celulares (blastoconídios, hifas e 

pseudohifa) constituintes das colônias dos morfotipos, três colônias de cada 

morfotipo foram suspensas separadamente em microtubos de 1,5 mL contendo 1 mL 

de água destilada esterilizada. Para estimar a quantidade de blastoconídios, hifas e 

pseudohifas, foi realizada contagem direta de 1000 células em câmara 

hemocitométrica. O número dos diferentes tipos celulares foi convertido em 

porcentagem a partir da média de três colônias para cada morfotipo. Posteriormente, 

foi realizada a análise comparativa das porcentagens de formas filamentosas dos 

morfotipos variantes em relação aos morfotipos parentais. 
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2.7  PERFIL DE INVASÃO DO ÁGAR POR “FOOTPRINT” 

 

A avaliação da capacidade invasiva em ágar foi realizada pela 

técnica e “footprint” conforme descrito por Št’ovíček et al. (2010). Colônias de cada 

morfotipo, cultivadas por 96 h a 28 °C em meio YPD solidificado, foram lavadas com 

água destilada estéril. As células remanescentes foram coradas com solução de 

0,1% de Comassie blue R 250 em 40% de metanol e 10% de ácido acético por 1 

hora. Posteriormente procedeu-se a lavagem com uma solução de 40% de metanol, 

10% de ácido acético. As células coradas foram fotografadas em microscópio 

estereoscópio (Motic SMZ-140). 

 

2.8  ANÁLISE ULTRAESTRUTURAL DO PERFIL DE TIPOS CELULARES NA INVASÃO 

 DO ÁGAR 

 

Colônias dos diferentes morfotipos, cultivadas por 96 h a 28 °C em 

meio YPD solidificado, foram fixadas com solução de glutaraldeído 3,5% em tampão 

fosfato 0,1M, a 4 ºC, por aproximadamente 22 h. Após fixação as colônias foram 

imersas em nitrogênio líquido por cerca de 30 segundos. Em seguida, as colônias 

foram fraturadas e desidratadas por liofilização na potência 2x10-3 MPa (Jouan LP3), 

por 2 h. Posteriormente, as colônias fraturadas foram recobertas com uma camada 

de ouro e observadas em microscópio eletrônico de varredura (MEV, FEI Quanta 

200). 

 

2.9 TESTE DE SUSCETIBILIDADE FÚNGICA 

 

O perfil de suscetibilidade fúngica dos morfotipos parentais (isolados 

49.07, 335.07, 46.10, 100.10 e 236.10) e seus variantes foi determinado pelo Etest® 

(AB Biodisk, Sweden) frente aos seguintes antifúngicos: fluconazol (FLU), 

anfotericina B (AMB), itraconazol (ITR) e cetoconazol (CET). 
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2.9.1 Preparo de Suspensão Padrão de Leveduras 

 

Colônias de cada variante cultivadas por 96 h a 28 °C em meio YPD 

solidificado foram suspensas em 1 mL de solução salina a 0,85%. As amostras 

foram diluídas e a concentração celular ajustada para 2,5x106 células/mL. 

 

2.9.2 Gradiente de Difusão em Ágar- Etest®. 

 

O Etest® é um método elipsométrico de gradiente de difusão em 

ágar, que consiste em uma fita plástica empregnada com diferentes concentrações 

das drogas capaz de determinar CIMs (µg/mL). Os testes foram realizados conforme 

instruções do fabricante. Suspensão de levedura foi semeada, com o auxílio de um 

swab, em meio RPMI 1640 tamponado (MOPS), suplementado com 1,5% de ágar e 

2% de glicose em três direções, de forma a obter uma camada confluente e cobrir 

toda a superfície do meio por duas vezes. Após 15 minutos a temperatura ambiente, 

as fitas de Etest® (AB Biodisk, Sweden) de Anfotericina B, Fluconazol, Itraconazol e 

Cetoconazol (4 fitas por placa de 150 mm) foram colocadas na superfície do meio e 

as placas foram incubadas a 35 ºC. Após 24 horas de incubação foi realizada a 

leitura para determinação dos valores de CIMs (µg/mL) para antifúngicos utilizados. 

Os valores de CIMs (µg/mL) para anfotericina B foram determinados na 

concentração onde a elipse interceptou a fita do Etest® no ponto onde ocorreu 100% 

de inibição do crescimento. Para os azólicos, os valores de CIMs (µg/mL) foram 

determinados na concentração onde a elipse interceptou a fita do Etest® no ponto 

onde ocorreram 80% de inibição do crescimento. De acordo com os pontos de corte 

estabelecidos, segundo CLSI, as cepas podem ser categorizadas como sensível (S), 

sensível dependente da dose (SDD) e resistente(R) (CLSI, 2008).  

Para a categorização dos isolados, foram utilizados os pontos de 

corte descritos no documento M 27 A3 (CLSI, 2008). Segundo este documento não 

existem pontos de corte estabelecidos para anfotericina B. Contudo isolados com 

CIMs>1µg/mL parecem ser resistentes a essa droga (CLSI M27-A3, p.9, 2008). Para 

cetoconazol devido à ausência de critérios interpretativos, foi considerado como não 

categorizado (NC), uma vez que não existem pontos de corte estabelecidos para 

esta droga. O controle de qualidade do teste foi realizado empregando-se a cepa 

padrão C. parapsilosis ATCC 22019, conforme recomendação do documento (CLSI). 
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2.10 ANÁLISES ESTATÍSTICAS  

 

As análises estatísticas foram realizadas pelo teste t (t student test), 

com a utilização do Software SPSS Statistics 17.0. Valores de p<0,05 foram 

considerados significativos. 

 

3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

3.1 OBTENÇÃO E CARACTERIZAÇÃO MORFOLÓGICA DE COLÔNIA DE VARIANTES 

 FENOTÍPICOS DE C. TROPICALIS 

 

Para a obtenção de morfotipos variantes, derivados de switching 

fenotípico, foram avaliadas cerca de 6000 colônias de cada isolado (49.07; 335.07; 

46.10; 100.10 e 236.10) após 96 h de incubação a 28 °C. Colônias de fenótipo 

parental (morfotipo parental), bem como de fenótipos distintos dos parentais 

(morfotipos variantes) estáveis foram caracterizados quanto à morfologia de colônia 

(Figura 1). No total foram avaliados treze morfotipos de colônia que mantiveram-se 

estáveis durante dez ciclos sequenciais de crescimento. 

A partir dos isolados 49.07, 335.07 e 100.10 foram avaliados três 

morfotipos. O isolado 49.07 apresentou morfotipo parental caracterizado por colônia 

de fenótipo liso (morfotipo parental liso) e dois variantes denominados de flor 

(colônia de aspecto irregular com elevação na região central) e rugoso (colônia de 

superfície rugosa com borda irregular). O isolado 335.07 também apresentou 

morfotipo parental caracterizado por colônia de fenótipo liso, e dois variantes 

denominados de cratera (presença de micélio aéreo e depressão central) e centro 

irregular (colônia de borda lisa e elevações na região central). O isolado 100.10 

também apresentou um morfotipo parental com colônia do tipo lisa, e dois variantes 

denominados de crepe (colônia de superfície pregueada) e flocado (colônia de borda 

irregular e superfície floculenta). A partir dos isolados 46.10 e 236.10 foi obtido 

somente um morfotipo variante. O isolado 46.10 apresentou um morfotipo parental 

com colônia de aspecto felpudo (morfotipo parental felpudo) e o variante 

apresentando micélio aéreo na superfície da colônia (morfotipo variante miceliado). 

Já o isolado 236.10 apresentou um morfotipo parental com colônia de aspecto semi-
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liso e o variante denominado difuso (colônia com elevações dispersas na superfície) 

(Figura 1). 

Em leveduras, o sistema white-opaque de switching em C. albicans 

representa o modelo mais estudado, embora a ocorrência de switching fenotípico 

tenha sido descrita para outras espécies do gênero, incluindo C. tropicalis (SOLL et 

al., 1988; FRANÇA et al., 2011; PORMAN et al., 2011).  

O repertório de switching encontrado nos isolados clínicos de C. 

tropicalis, no presente estudo (Figura 1), difere dos já descritos para esta espécie 

(SOLL et al., 1988; FRANÇA et al., 2011). Sistemas de switching apresentando 

diferentes repertórios de fenótipos têm sido descrito para outras espécies de 

Candida (JIN et al., 2005; LAFFEY e BUTLER, 2005). 

Embora o evento de switching fenotípico tenha sido descrito em 

espécies de Candida, poucos são os estudos de avaliação de uma possível 

associação entre o switching fenotípico e expressão diferenciada de outros fatores 

de virulência (LAFFEY e BUTLER, 2005; MILLER et al., 2006; ANTONY et al., 2007; 

FRANÇA et al., 2011). 

 

3.2 ATIVIDADE HEMOLÍTICA E PROTEOLÍTICA (ANÁLISE SEMI-QUANTITATIVA)  

 

Em relação à atividade hemolítica em meio Sabouraud 

suplementado com 7% de sangue de carneiro, todas os isolados analisados 

(morfotipos parentais e variantes) apresentaram hemólise após 48 h a 37 °C, 

revelada pela presença de halo interno translúcido ou esverdeado circundando a 

colônia (dados não mostrados). A dimensão do halo de hemólise foi mensurada em 

milímetros e os valores convertidos em Pz.  

Os morfotipos flor e rugoso, originados do parental 49.07, 

apresentaram atividade hemolítica significativamente inferior (p<0,05) as do 

morfotipo parental. O morfotipo cractera, originado do parental 335.07, apresentou 

atividade hemolítica significativamente superior (p<0,05) ao do morfotipo parental, 

enquanto o morfotipo centro irregular deste isolado não apresentou diferença quanto 

à atividade hemolítica em relação ao morfotipo parental (Figura 2). A atividade 

hemolítica do morfotipo parental felpudo do isolado 46.10, não diferiu da 

apresentada pelo morfotipo variante miceliado deste isolado. Os morfotipos crepe e 

flocado, originados do parental 100.10 apresentaram atividade hemolítica 
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significativamente inferior (p<0,05) ao do morfotipo parental. A atividade hemolítica 

do morfotipo parental semi-liso do isolado 236.10 não diferiu da apresentada pelo 

morfotipo variante difuso deste isolado (Figura 2). 

A produção de fator hemolítico in vitro por C. tropicalis é conhecida 

(LUO, et al., 2001; FRANÇA, et al., 2010a; FAVERO et al., 2011). Além disso, tem 

sido demonstrada a ocorrência de variação inter-espécies (LUO e al., 2001; 

FRANÇA et al., 2010a). Luo et al. (2001) demonstraram que a produção de beta-

hemólise por isolados de C. tropicalis foi superior à de isolados de C. glabrata, C. 

krusei e C. lusitaniae. Já França et al. (2011a) relataram que isolados de C. tropicalis 

obtidos de hemocultura apresentaram atividade hemolítica significativamente 

superior à de C. parapsilosis obtido do mesmo sítio anatômico. 

Os resultados obtidos para as análises de atividade hemolítica em 

morfotipos de isolados clínicos de C. tropicalis utilizados no presente estudo, 

corroboram com os dados da literatura, em que isolados de C. tropicalis obtidos de 

amostras clínicas distintas são produtores de fator hemolítico (FRANÇA et al., 

2010a; FAVERO et al., 2011).  

Nossos dados revelam a ocorrência de expressão diferenciada de 

fator hemolítico por alguns dos morfotipos variantes em relação aos seus 

respectivos parentais (Figura 2). Morfotipos originados de 03 dos 05 isolados 

analisados (morfotipos parentais) apresentaram diferenças significativas (Teste t, 

p<0,05) quanto à capacidade de promoção de hemólise em meio solidicado. Este 

trabalho representa o primeiro relato da análise de produção de fator hemolítico por 

variantes fenotípicos de C. tropicalis. 

Em relação à atividade proteolítica, morfotipos variantes originados 

dos isolados 49.07, 335.07 e 46.10 promoveram proteólise de BSA (Tabela 1). A 

análise comparativa da expressão de atividade proteolítica entre morfotipos 

parentais e morfotipos variantes realizada para cada isolado individualmente revelou 

que não houve diferenças significativas (p>0,05) quanto à promoção de proteólise 

entre os morfotipos variantes e morfotipos parentais. 

Diferentemente, em C. albicans a produção de proteases foi 

diferenciada em variantes fenotípicos (VARGAS et al., 2000; ANTONY et al., 2007, 

2009), Em C. albicans os genes SAP1 e SAP2 foram diferentemente expressos por 

certos isolados durante o switching fenotípico (revisado por HUBE e NAGLIK, 2001). 

Os autores afirmam que a regulação coordenada da família gênica SAP com vários 
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fatores de virulência indica que as proteases possam estar envolvidas no realce da 

patogenicidade de C. albicans. A presença dos genes SAP1 - 4 já foi descrita para 

C. tropicalis (ZAUGG et al., 2001), no entanto, nossos resultados sugerem que, nas 

condições testadas, estes genes não sejam diferencialmente expresssos nos 

morfotipos variantes analisados. 

 

3.3 BIOFILME 

 

Para avaliar a capacidade dos morfotipos em formar biofilme em 

superfície abiótica foi mensurada a quantidade de biomassa total utilizando a 

coloração de cristal violeta. Como mostrado na Figura 3, todas as linhagens 

(morfotipos parentais e variantes) foram capazes de formar biofilme, nas condições 

testadas.  

Os morfotipos flor e rugoso, originados do isolado 49.07, 

apresentaram produção de biofilme significativamente superior (p<0,05) a do 

morfotipo parental. Os morfotipos variantes originados dos parentais 335.07, 46.10 e 

236.10 não apresentaram diferenças quanto à produção de biofilme quando 

comparados a seus respectivos morfotipos parentais. Já o morfotipo variante crepe, 

originado do parental 100.10, apresentou produção de biofilme significativamente 

superior (p<0,05) ao do morfotipo parental, enquanto o morfotipo variante flocado 

deste isolado não apresentou diferenças quanto à produção de biofilme em relação 

ao morfotipo parental (Figura 3a).  

A formação de biofilme está relacionada à adesão das células a 

superfícies, bem como a maior resistência a drogas antifúngicas. Alguns estudos 

têm avaliado o surgimento de variantes fenotípicos em biofilme de C. albicans (JIN 

et al., 2005). Nossos dados revelaram a produção diferencial de biofilme por 

morfotipos variantes e em relação aos seus respectivos morfotipos parentais lisos 

nos isolados 49.07 e 100.10. Resultados semelhantes foram encontrados em 

morfotipos de C. parapsilosis e C. albicans, para os quais foi relatada a menor 

produção de biofilme no fenótipo “liso” (LAFFEY e BUTLER, 2005; JIN et al., 2005). 

Para Cryptococcus neoformans, também foi demonstrado que o switching fenotípico 

interfere na capacidade de produção de biofilme, no entanto, diferentemente ao 

observado para Candida spp., o fenótipo liso apresentou maior potencial de 

formação de biofilme que os demais morfotipos (MARTINEZ et al., 2008). 
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A estrutura dos biofilmes formados por cada morfotipo foi vizualizada 

por microscopia de luz e fotografados in situ. Morfotipos variantes que apresentaram 

fenótipos mais estruturados, como os morfotipos (flor e rugoso), (cratera) e (crepe) 

originados respectivamente dos isolados 49.07, 335.07 e 100.10 apresentaram 

biofilme mais densamente estruturado e maior quantidade de formas filamentosas 

em relação aos seus respectivos morfotipos parentais e demais morfotipos (Figura 

3b). 

Para morfotipos de C. parapsilosis e C. albicans foi previamente 

demonstrado que a capacidade de formação de biofilme está associada ao potencial 

de filamentação, sendo os fenótipos mais produtores àqueles que apresentaram 

maior proporção de células hifais e pseudo-hifais (LAFFEY e BUTLER, 2005; JIN et 

al., 2005). 

Em C. albicans também foi relatado que mutantes defectivos para a 

formação de hifas produzem menor quantidade de biofilme comparativamente a 

mutantes deficientes para a formação de células blastoconidiais (BAILLIE e 

DOUGLAS, 1999). Assim, as menores taxas de produção de biofilme pelo 

morfotipos liso em relação às dos morfotipos flor e rugoso (isolado 49.07) e 

morfotipo liso em relação ao crepe (isolado 100.10), pode ser decorrente de um 

menor potencial de filamentação nos morfotipos parentais comparativamente aos 

seus respectivos morfotipos variantes. 

 

3.4 PORCENTAGEM DE FORMAS FILAMENTOSAS 

 

Conforme observado na Figura 4, os morfotipos variantes 

apresentaram formas filamentosas em quantidades superiores a seus respectivos 

morfotipos parentais em todos os isolados analisados. Os resultados obtidos 

corroboram com os dados obtidos nas análises de biofilme, os quais também 

apresentaram maiores proporções de formas filamentosas em morfotipos variantes.  

Recentemente, França e colaboradores (2011) avaliaram o perfil 

morfológico de células de colônias C. tropicalis advindas de switching fenotípico. 

Segundo estes autores, a presença de pseudohifas ocorreu somente em morfotipos 

de colônias mais estrututadas. Porman et al. (2011) ao analisarem o sistema de 

switching white-opaque em C. tropicalis também observaram diferenças ao nível 

celular. 
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Em outras espécies não-albicans como C. glabrata (Lachke et al., 

2002) e C. lusitaniae (Miller et al., 2006), o switching fenotípico também envolveu 

mudanças na morfologia celular. 

 

3.5 INVASÃO 

 

A técnica de “footprint” permitiu verificar que os morfotipos que 

apresentaram colônias de morfologia mais estruturada foram mais invasivos, uma 

vez que a quantidade de células remanescente foi maior nestes morfotipos do que 

nos respectivos morfotipos parentais, embora os mesmos também tenham invadido, 

porém em menor extensão (Figura 5). 

Nossos dados corroboram com os relatos de Laffey e Butler (2005), 

que descreveram um potencial invasivo superior em colônias de fenótipos mais 

estruturados e mais filamentosos. A técnica de “footprint” tem sido utilizada com 

sucesso no estudo de potencial invasivo de morfotipos de Saccharomyces 

cerevisiae (ŠT’OVÍČEK et al., 2010). A capacidade invasiva de C. tropicalis em 

tecidos e outros substratos também tem sido recentemente descrita (JAYATILAKE et 

al., 2006, 2008; SILVA et al., 2011a).  

No presente estudo, a microscopia eletrônica de varredura foi 

utilizada para avaliar tanto o potencial invasivo quanto perfil de tipos celulares 

envolvidos na invasão pelos morfotipos obtidos. Os dados obtidos revelaram um 

potencial invasivo por todos os morfotipos avaliados, uma vez que os mesmos 

demonstraram invadir toda a extensão do ágar, apresentando apenas diferenças 

quanto aos tipos celulares. 

Os morfotipos variantes, flor e rugoso, obtidos do isolado 49.07 

apresentaram formas filamentosas durante a invasão (dados não mostrados), 

diferentemente do observado para o morfotipo parental liso, que apresentou apenas 

blastoconídios (Figura 6-A). O morfotipo variante cratera, originado do parental 

335.07, apresentou diferenciação em células filamentosas mesmo na porção final do 

ágar (Figura 6-B). Quanto ao isolado 46.10, tanto o morfotipo parental felpudo, 

quanto o morfotipo variante miceliado apresentaram predomínio de formas 

filamentosas ao invadirem o ágar. As células filamentosas do morfotipo miceliado 

parecem crescer emaranhadas ao ágar (Figura 6-C). O morfotipo variante flocado 

originado do parental 100.10 apresentou formas filamentosas mesmo em porções 
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distantes da superfície do ágar (Figura 6-D), já o morfotipo variante crepe 

apresentou cadeias de blastoconídios e formas filamentosas escassas, contornando 

as cavidades do ágar no momento da invasão (dados não mostrados). O morfotipo 

semi-liso (parental 236.10) apresentou maior quantidade de blastoconídios, porém 

com considerável quantidade de formas filamentosas, formando aglomerados de 

células por toda extensão do ágar (Figura 6-E), já o morfotipo variante difuso deste 

isolado, apresentou formas blastoconidiais distribuídas mais espaçadamente no 

interior do ágar (Figura 6-F). 

O emprego da microscopia eletrônica de varredura (MEV) 

representa uma ferramenta atrativa para o estudo de padrões estruturais de 

desenvolvimento de colônias de Candida spp. Por esta técnica é possível avaliar a 

arquitetura colonial e dinâmica de crescimento de variantes fenotípicos nestas 

espécies (GÓMEZ-AGUADO et al., 2011; FURLANETO et al., 2012). 

Embora estudos referentes ao potencial de invasão de Candida spp. 

tenham sido descritos pouco se sabe a respeito do potencial invasivo de morfotipos 

de C. tropicalis promovidos por switching fenotípico. Em estudo realizado por Brown 

et al. (1999) foi observado que C. albicans produz formas filamentosas quando em 

contato com ágar, sendo estas formas responsáveis pela invasão deste substrato. 

Segundo estes autores, a produção de hifas invasivas durante o crescimento em 

meio laboratorial pode ocorrer pelo mesmo mecanismo envolvido na produção de 

lesões invasivas durante a candidíase. 

Radford et al. (1994), ao avaliarem fenótipos promovidos por 

switching fenotípico em C. albicans, revelaram que colônias de morfotipo liso são 

compostas basicamente por blastoconídios, enquanto morfotipos de morfologia mais 

estruturada consistem de proporções variadas de formas filamentosas e 

blastoconídios. Mais recentemente, Jayatilake (2011) revelou que hifas apresentam 

capacidade invasiva em tecido epitelial humano reconstituído. 

Não obstante, nossos dados sugerem inferições concordantes com 

os autores citados acima, a cerca da participação de formas filamentosas no 

momento da invasão e do perfil diferenciado de formas celulares peculiares a cada 

morfotipo. 
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3.6 SUSCETIBILIDADES DOS MORFOTIPOS AOS ANTIFÚNGICOS  

 

Os níveis de suscetibilidade fúngica dos morfotipos analisados estão 

apresentados na (Tabela 2). Os resultados demonstram que todos os morfotipos 

tanto parentais quanto variantes apresentaram suscetibilidade à anfotericina B e 

fluconazol. Resistência ao itraconazol (CIM>1) foi observada para o morfotipo 

variante flor, originado do parental 49.07, e para os morfotipos parental liso e 

morfotipo variante crepe, originados do parental 100.10. O morfotipo variante flor 

ainda apresentou os maiores valores de CIM para todos os antifúngicos testados. 

Quanto ao cetoconazol, os morfotipos apresentaram baixos valores de CIM, porém 

foi indicado como “não categorizado” uma vez que não existem pontos de corte 

estabelecidos para o mesmo. 

Alguns estudos têm evidenciado que o switching fenotípico em C. 

albicans e espécies não-albicans, C. glabrata e C. lusitaniae, está associado a 

alterações na suscetibilidade à antifúngicos (SOLL et al., 1989; YOON et al., 1999; 

VARGAS et al., 2000; LACHKE, 2000; FAVEL, et al., 2003; MILLER et al., 2006).  

Quanto aos dados relativos à suscetibilidade fúngica dos morfotipos 

de C. tropicalis apresentados na Tabela 2, a maioria dos morfotipos variantes 

apresentou o mesmo perfil de suscetibilidade dos seus respectivos morfotipos 

parentais. No entanto, alterações no perfil de suscetibilidade ao itraconazol foram 

observadas entre morfotipos parental e variantes dos isolados 49.07 e 100.10. Até o 

presente momento não há relatos da avaliação do perfil de suscetibilidade a 

antifúngicos em variantes fenotípicos de C. tropicalis.  

Em síntese, considerando que o mecanismo de switching em 

leveduras é um evento epigenético, e que switching fenotípico pode estar 

relacionado a alguns fatores de virulência de forma reversível (Soll, 1992), as 

diferenças observadas quanto à atividade hemolítica, formação de biofilme e a 

suscetibilidade ao intraconazol observadas para alguns morfotipos podem ser 

decorrentes de alterações provocadas pela regulação diferenciada de genes 

relacionados a estas características durante o switching fenotípico, ocorrendo de 

forma morfotipo-dependente. Estas alterações possibilitariam uma vantagem seletiva 

ao micro-organismo, por permitir melhor adaptação a determinadas condições 

ambientais. 
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CONCLUSÕES 

- O switching fenotípico em C. tropicalis ocorre de forma isolado-dependente, devido 

à ocorrência de diferentes fenótipos variantes nos isolados testados; 

- Houve correlação entre a ocorrência de switching fenotípico e a produção de 

atividade hemolítica pelos morfotipos; 

- Não houve correlação entre a ocorrência de switching fenotípico e a produção de 

atividade proteolítica; 

- Switching fenotípico em C. tropicalis está associado à capacidade diferenciada de 

produção de biofilme; 

- A capacidade de produção de biofilme, bem como o potencial de invasão pelos 

morfotipos estão relacionados à filamentação; 

- Switching fenotípico em C. tropicalis está associado a mudanças no perfil de 

resistência/suscetibilidade ao antifúngico itraconazol. 
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Tabela 1- Atividade proteolítica de morfotipos de isolados clínicos de Candida 
tropicalis. 

Isolados de Candida tropicalis Morfotipos Proteinase* 

 Parental (Liso) 0,41±0,04 
49.07 Flor 0,41±0,02 

 Rugoso 0,41±0,04 
   
 Parental (Liso) 0,41±0,01 

335.07 Cratera 0,41±0,02 
 Centro irregular 0,41±0,03 
   

46.10 Parental (Felpudo) 0,41±0,00 
 Miceliado 0,41±0,01 
   
 Parental (Liso) 0,81±0,31 

100.10 Crepe 1±0 
 Flocado 1±0 
   

236.10 Parental (Semi-liso) 1±0 
 Difuso 1±0 

Os dados são expressos em unidades arbitrárias e correspondem a média ±DP de três 
experimentos independentes. (*) Valores de Pz. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 



53 
 

Tabela 2-  Perfil de suscetibilidade de moroftipos de isolados clínicos de Candida 
tropicalis pelo método Etest®. 

    Antifúngicos  MIC(µg/mL) 

Isolados Morfotipos Anfotericina B Fluconazol Itraconazol Cetoconazol

      
 

49.07 

Parental (Liso) .064(S) .047(S) .008(S) .002(NC) 

Flor .125(S) 1.0(S) 3(R) .125(NC) 

Rugoso .125(S) .047(S) .008(S) .004(NC) 

335.07 

Parental (Liso) .032(S) .38(S) .064(S) .012(NC) 

Cratera .012(S) .50(S) .047(S) .008(NC) 

Centro irregular .047(S) .50(S) .047(S) .016(NC) 

46.10 
Parental (Felpudo) .064(S) .047(S) .016(S) .006(NC) 

Miceliado .094(S) .19(S) .032(S) .012(NC) 

100.10 

Parental (Liso) .016(S) .75(S) 3( R ) .064(NC) 

Crepe .047(S) 1.0(S) 2( R ) .125(NC) 

Flocado .032(S) 1.0(S) .023(S) .016(NC) 

236.10 
Parental (Semi-Liso) .032(S) .25(S) .016(S) .016(NC) 

Difuso .047(S) .19(S) .016(S) .008(NC) 

Concentração inibitória mínima (MIC). Sensível (S); Sensível dependente da dose 
(SDD); Resistente (R) e Não categorizado (NC). 
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Figura 1 -  Fotomicrografia (x2) apresentando colônias representativas de 
morfotipos de isolados clínicos de Candida tropicalis cultivados em YPD 
ágar a 28°C por 96h. 

 

Isolado 49.07 (A, B e C); isolado 335.07 (D, E e F); isolado 100.10 (G, H e I); isolado 46.10 ( 
J, K) e isolado 236.10 (L e M). Em (A) parental liso; (B) flor; (C) rugoso; (D) parental liso; (E) 
cratera; (F) centro irregular; (G) parental liso; (H) crepe; (I) flocado; (J) parental felpudo; (K) 
miceliado; (L) parental semi-liso e (M) difuso. 
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Figura 2 -  Análise comparativa entre a atividade hemolítica dos morfotipos 
variantes com seus respectivos morfotipos parentais em cada isolado. 
(a) 49.07; (b) 335.07; (c) 46.10; (d) 100.10 e (e) 236.10. Valores 
correspondem à média de três experimentos independentes dados em 
(Pz). 
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Figura 3 -  Formação de biofilme por morfotipos de Candida tropicalis (a). Estrutura 
dos biofilmes formados por células aderentes de morfotipos parentais e 
variantes dos isolados 49.07; 335.07; 46.10; 100.10 e 236.10 após 48 h 
(b). A média ± DP foi determinada por dois ensaios independentes 
realizados em triplicata. (*) p<0,05. 
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Figura 4 -  Porcentagens de formas filamentosas em cada morfotipo. Foram 
analisadas mil células para cada colônia. Valores correspondem a 
média de três colônias (3.000 células) analisadas quanto ao número de 
formas filamentosas (hifas e pseudohifas). 
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Figura 5 -  Fotomicrografia (x2) apresentando a invasão do ágar por morfotipos de 
isolados clínicos de Candida tropicalis cultivados em YPD ágar a 28 °C 
por 96 h 

 

Células foram fotografadas após remoção da colônia do ágar por lavagem com água 
destilada estéril. Isolado 49.07 (A, B e C); isolado 335.07 (D, E e F); isolado 100.10 (G, H e 
I); isolado 46.10 (J, K) e isolado 236.10 (L e M). Em (A) parental liso; (B) flor; (C) rugoso; (D) 
parental liso; (E) cratera; (F) centro irregular; (G) parental liso; (H) crepe; (I) flocado; (J) 
parental felpudo; ( K) miceliado; (L) parental semi-liso e (M) difuso. 
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Figura 6 -  Eletromicrografia apresentando os tipos e arranjos celulares de 
morfotipos de C. tropicalis ao invadirem o ágar. 

 

(A) isolado 49.07, morfotipo parental liso; (B) isolado 335.07, morfotipo variante cratera; (C) 
isolado 46.10, morfotipo variante miceliado; (D) isolado 100.10, morfotipo variante flocado; 
(E) isolado 236.10, morfotipo parental semi-liso; (F) isolado 236.10, morfotipo variante 
difuso. Ágar (*) e tipos celulares (setas). 


