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FAVERO, Daniel. Análise da produção e expressão de fator hemolítico em Candida spp. 
2013. 91f. Tese (Doutorado em Microbiologia) – Universidade Estadual de Londrina, 
Londrina. 2013. 

 
 

RESUMO 
 
 
A produção de fator hemolítico, embora ainda pouco estudada, é reconhecida como um 
importante fator de virulência em espécies de Candida. Neste trabalho, nós analisamos a 
produção do fator hemolítico por isolados clínicos de Candida albicans, Candida tropicalis e 
Candida parapsilosis, a expressão do gene que codifica para uma possível proteína 
semelhante à hemolisina (HLP), o possível efeito de eritrócitos (RBCs) sobre a expressão do 
gene HLP e sobre a atividade hemolítica, bem como a correlação entre este perfil de 
expressão e a atividade hemolítica em isolados clínicos C. tropicalis. Dados de hemólise em 
meio solidificado revelaram que a maioria dos isolados de C. albicans apresentaram níveis 
moderados de atividade hemolítica, enquanto que a maioria dos isolados de C. tropicalis 
níveis elevados. Nenhum dos isolados testados de C. parapsilosis exibiu hemólise. Dados de 
produção do fator hemolítico liberados nos sobrenadantes de cultivo, revelaram diferentes 
níveis de hemólise entre as espécies, onde os isolados de C. tropicalis apresentaram a maior 
produção (P <0,05), seguidos dos isolados de C. albicans e C. parapsilosis. Não houve 
diferenças intraespecíficas significativas (P> 0,05) na atividade hemolítica. Dois perfis de 
hemólise foram observados entre os isolados de C. tropicalis cultivados em presença de 
RBCs: 66,7% evidenciaram aumentos estatisticamente significativos na promoção de 
hemólise (P <0,05), enquanto 33,3% evidenciaram uma diminuição nesta promoção, sem 
diferenças significativas. Em nível molecular, todos os isolados de C. tropicalis foram 
positivos para a expressão do gene HLP. Os perfis de expressão deste gene permitiram 
verificar que ele é diferentemente expresso em função da presença de RBCs de uma maneira 
isolado-dependente. A comparação deste perfil de expressão e a atividade hemolítica dos 
isolados de C. tropicalis mostrou uma correlação altamente positiva. Assim, nossos dados 
ampliam o conhecimento sobre a regulação e a base molecular da atividade hemolítica em 
Candida spp. Este é o primeiro estudo que revela diferenças espécie-específicas na produção 
de fator hemolítico por isolados de Candida associados com infecções de corrente sanguínea. 
Evidencia ainda, pela primeira vez, a secreção de um fator hemolítico por isolados de C. 
parapsilosis, o papel do gene HLP na hemólise de C. tropicalis, bem como o fato de que 
RBCs podem induzir alterações nos níveis de transcrição do gene HLP em C. tropicalis. 
 
 
Palavras-chave: Candida albicans. Candida tropicalis. Candida parapsilosis. Fator 

hemolítico. Fator de virulência. 
 

 

 

 



FAVERO, Daniel. Analysis of the production and expression of hemolytic factor in 
Candida spp. 2013. 91p. Thesis (Doctorate Microbiology) – Universidade Estadual de 
Londrina, Londrina. 2013. 
 
 

ABSTRACT 
 
 

The production of hemolytic factor, although remains poor evaluated, is recognized as an 
important virulence factor in Candida species. In this study we analyze the production of 
hemolytic factor by Candida albicans, Candida tropicalis and Candida parapsilosis clinical 
isolates, as well as the expression of a putative gene encoding a hemolysin-like protein (HLP), 
the possible effect of Red Blood Cells (RBCs) on both the HLP gene expression and the 
hemolytic activity, and assessed a correlation between the expression profile of HLP gene and 
the hemolytic activity in C. tropicalis clinical isolates. Data of hemolysis on plate assay 
revealed that the majority of C. albicans isolates produced mild hemolytic activity whereas 
the majority of C. tropicalis produced strong activity. None of the tested C. parapsilosis 
isolates exhibited hemolysis. Data of hemolytic factor released in the culture supernatant 
reveals different degrees of hemolysis, where C. tropicalis isolates exhibited the highest 
production (P<0.05) followed by C. albicans and C. parapsilosis isolates. There were no 
significant intra-species differences (P>0.05) in the hemolytic activity among Candida 
species isolates. Two profiles of hemolysis were observed among C. tropicalis isolates 
cultured in presence of RBCs: 66.7 %, showed an increase in their hemolysis promotion at 
significant levels (P<0.05), whereas 33.3 % showed a decrease in this promotion, with no 
significant differences. At molecular level, all C. tropicalis isolates were positive for HLP 
expression. The expression profile of HLP gene allowed us to verify that the putative HLP 
gene is differently expressed as function of the RBCs presence in an isolate-dependent 
manner. The comparison of this profile and the hemolytic activity of the C. tropicalis isolates 
showed a highly positive correlation. Our data extend our knowledge about the regulation and 
molecular basis of hemolytic activity in Candida spp. To the best of our knowledge, this is the 
first report of species-specific differences in hemolytic factor production by Candida isolates 
associated with bloodstream infections. We have further showed for the first time the 
secretion of a hemolytic factor by isolates of C. parapsilosis, evidences a role of HLP gene in 
C. tropicalis hemolysis as well as the fact that RBCs can induces changes in transcriptional 
levels of the putative HLP gene in this species. 
 
 
Keywords: Candida albicans. Candida tropicalis. Candida parapsilosis. Hemolytic factor. 

Virulence factor. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Leveduras do gênero Candida são os principais patógenos fúngicos 

relacionados a infecções em humanos, estando entre os principais causadores de infecções 

nosocomiais em todo o mundo. Nas últimas décadas a incidência de infecções oportunistas 

causadas por estes micro-organismos tem crescido significativamente. Estas infecções estão 

associadas a altas taxas de mortalidade, longos períodos de internação e alto custo de 

tratamento, acentuando a importância clínica destes micro-organismos. 

Diversos estudos demonstram uma mudança relevante na epidemiologia das 

infecções provocadas por Candida spp. De forma que, embora tais estudos confirmem a 

prevalência de Candida albicans em isolados clínicos, indicam também aumentos nas 

frequências de isolamento de outras espécies. Sendo que, em diversas regiões, espécies não-

albicans como Candida tropicalis e Candida parapsilosis têm sido as mais frequentemente 

isoladas após C. albicans, representando os segundos e terceiros agentes etiológicos mais 

comuns em candidemias. De fato, uma inversão do perfil tradicional de prevalência de C. 

albicans sobre as demais espécies tem sido cada vez mais observada, e relatos da igualdade e 

até superação na frequência de isolamento de espécies não-albicans sobre C. albicans são 

comuns atualmente. 

Infecções provocadas por C. tropicalis geralmente tem origem a partir da 

microbiota do paciente, sendo comuns principalmente em indivíduos imunocomprometidos. 

C. parapsilosis também é comumente encontrada colonizando a pele de indivíduos saudáveis, 

e por apresentar ampla capacidade de formação de biofilme esta espécie é frequentemente 

relacionada a surtos hospitalares. 

A detecção destas leveduras, tem sido frequentemente associada com o 

desenvolvimento das infecções fúngicas sistêmicas.  

Sabe-se que as espécies de Candida diferem significativamente quanto à 

presença e expressão de genes relacionados à virulência, sendo os principais deles: a 

habilidade de produzir enzimas hidrolíticas extracelulares (proteases e fosfolipases), a 

capacidade de variação da morfologia celular (capacidade de formar de hifas e pseudo-hifas, 

formação de biofilme e variação fenotípica), a habilidade de responder rapidamente às 

mudanças do meio, e a expressão de fatores de adesão. Mais recentemente, o fator hemolítico 

tem sido reconhecido como um importante atributo de virulência em espécies de Candida, e 

está relacionado à capacidade do patógeno em adquirir íons ferro a partir da hemoglobina. Ao 
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contrário dos demais determinantes de virulência anteriormente citados, até o momento, são 

poucos os dados relativos à atividade hemolítica, principalmente entre espécies não-albicans 

como C. tropicalis e C. parapsilosis. 

As diferentes espécies do gênero Candida modulam sua maquinaria 

genética de forma variável considerando o potencial de virulência presente em cada 

célula/linhagem, bem como de acordo com a necessidade do fungo. Assim, estes micro-

organismos podem causar diversos tipos de infecções em humanos e também adaptar-se 

rapidamente ao microambiente em que se encontram, possibilitando a sobrevivência nos mais 

variados habitats. 

Desta forma, frente à acentuada emergência de espécies do gênero Candida 

em infecções humanas, em particular em nossa região, e à escassez de informações sobre a 

produção e expressão do fator hemolítico por tais espécies, em especial por espécies não-

albicans, a realização de estudos que visem à caracterização e melhor compreensão da 

produção e condições de expressão do fator hemolítico por Candida spp. assume especial 

relevância. 
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2 OBJETIVOS GERAIS 

 

Estudar a produção do fator hemolítico em espécies de Candida em nível 

fenotípico e genotípico. 

 

2.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

- Avaliar os níveis de atividade hemolítica de Candida albicans, Candida 

tropicalis e Candida parapsilosis; 

 

- Avaliar os níveis de expressão do gene HLP em C. tropicalis; 

 

- Verificar o possível efeito da presença eritrócitos (RBCs) na expressão do 

gene HLP e na atividade hemolítica de isolados de C. tropicalis; 

 

- Verificar a possível correlação entre os níveis de transcritos do gene HLP e 

os níveis de hemólise promovidos por isolados de C. tropicalis; 
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3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

3.1 GÊNERO CANDIDA 

 

Leveduras do gênero Candida estão frequentemente presentes em humanos 

de forma comensal, adaptadas a colonizar praticamente todas as regiões do corpo, inclusive 

em indivíduos saudáveis, mas especialmente compondo a microbiota normal da pele e de 

membranas mucosas como a cavidade bucal e tratos gastrointestinal e urogenital, estando 

assim em equilíbrio com a microbiota normal e o sistema imune do hospedeiro (SCHOFIELD 

et al., 2003; TAVANTI et al., 2004; MÉAN et al., 2008; RICHARDSON; LASS-FLÖRL, 

2008; HUBE, 2009; LASS-FLÖRL, 2009; HA et al., 2011; SILVA et al., 2012).  

Contudo, determinados fatores predisponentes podem favorecer a mudança 

do estado comensal destas leveduras para um estado de patogenia, tornando-as capazes de 

causar um amplo espectro de doenças que variam desde infecções superficiais (afetando pele, 

cabelo, unhas, e membranas mucosas) até infecções sistêmicas (envolvendo os principais 

órgãos do corpo). A integridade do sistema imune do hospedeiro torna-se crucial para esta 

transição, com a imunidade mediada por células possuindo um papel fundamental na geração 

de proteção (SCHOFIELD et al., 2003; TAVANTI et al., 2004; MÉAN et al., 2008; HUBE, 

2009; HA et al., 2011; SILVA et al., 2012).   

Os principais fatores que predispõem ao desencadeamento de infecções 

oportunistas por este gênero são a colonização da pele e de membranas mucosas com Candida 

spp., e alterações das barreiras naturais do hospedeiro (feridas, cirurgias, e inserção de 

cateteres intravasculares e urinários) (MÉAN et al., 2008).  

Ainda, dentre os fatores geradores do estado de predisposição, destacam-se 

também aqueles relacionados ao imunocomprometimento dos pacientes, como o provocado 

pela quimioterapia de combate ao câncer, doenças como AIDS, terapias imunossupressoras 

devido a transplantes de órgãos, uso prolongado de antibióticos de amplo espectro de ação, 

diabetes mellitus, nutrição parenteral, entre outros. A má higiene e alimentação (dieta rica em 

carboidratos), o consumo excessivo de bebidas alcoólicas, deficiência de ferro e vitaminas, o 

uso de contraceptivos orais, fumo e estresse, apesar de não comprometerem de forma mais 

grave o organismo, também são considerados importantes fatores predisponentes 

(SAMARANAYAKE; SAMARANAYAKE, 2001; AKPAN; MORGAN, 2002; DE LEON et 

al., 2002; DIEKEMA et al., 2002; NAGLIK et al., 2003; HAJJEH et al., 2004; KOJIC; 
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DAROUICHE, 2004; ALMIRANTE et al., 2005; CHENG et al., 2005; ALMIRANTE et al., 

2006; BOUZA; MUNOZ, 2008; HUBE, 2009; HA et al., 2011; SILVA et al., 2012).  

O trato gastrointestinal, a pele e o trato urogenital são os principais portais 

de entrada para infecções causadas por espécies Candida. De forma que, a colonização por 

Candida spp. foi claramente estabelecida como um dos principais fatores de risco para o 

desenvolvimento de candidíases invasivas. Além disso, a colonização induzida por alterações 

da flora endógena resultantes de terapia prolongada com antibióticos de amplo espectro, a 

perda da integridade da pele e barreiras das mucosas, cirurgias, nutrição parenteral, 

insuficiência renal aguda, hemodiálise e o tratamento com agentes imunossupressores também 

são considerados importantes fatores de risco (MÉAN et al., 2008). 

Desta forma, a frequência das infecções causadas por Candida spp. vem 

aumentando mundialmente devido aos múltiplos fatores predisponentes, que facilitam a 

conversão da forma comensal à existência parasitária, e consequentemente, as infecções 

provocadas por espécies de Candida, têm se tornado um problema de crescente importância 

clínica, gerando altos índices de morbidade, longos períodos de permanência em hospitais, 

dificuldade e alto custo do tratamento e, em níveis de infecção mais sérios, altas taxas de 

mortalidade. Isto faz com que espécies deste gênero sejam consideradas micro-organismos de 

grande importância clínica, estando também entre os principais agentes causadores de 

infecções nosocomiais em todo o mundo (WEY et al., 1988; PITTET; WENZEL, 1995; 

DIEKEMA et al., 2003; GUDLAUGSSON et al., 2003; PAPPAS et al., 2003; KOJIC; 

DAROUICHE, 2004; ALMIRANTE et al., 2005; MORRELL et al., 2005; COLOMBO et al., 

2006; MÉAN et al., 2008; HA et al., 2011; NUCCI et al., 2010; SILVA et al., 2012). 

Consequentemente, embora de forma geral os níveis de mortalidade 

associados a diferentes micro-organismos tenham declinado com a administração precoce de 

agentes antibióticos e antifúngicos, as infecções fúngicas sistêmicas, especialmente as 

causadas por espécies do gênero Candida, têm sido crescentemente reconhecidas como 

importantes causas de morbidade e mortalidade em humanos (SILVA et al., 2012). 

 

3.2 BIOLOGIA E EPIDEMIOLOGIA DAS ESPÉCIES: C. ALBICANS, C. TROPICALIS E C. PARAPSILOSIS 

 

O gênero Candida pertence ao reino Fungi, filo Ascomycota, classe 

Hemiascomycetes, ordem Saccharomycetales e família Candidaceae (National Center for 

Biotechnology Information - www.ncbi.nlm.nih.gov/taxonomy). Fungos ubíquos na natureza, 
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podem ser encontrados em solos, plantas, ambientes aquáticos e em animais. Das mais de 150 

espécies, cerca de 20 já foram relatadas como agentes etiológicos de um amplo espectro de 

infecções em humanos (WANG et al., 2008; PFALLER et al., 2007, 2008; BOUZA; 

MUNOZ, 2008; MÉAN et al., 2008; CHEN et al., 2009; CHAI et al., 2010; HA et al., 2011; 

NUCCI et al., 2010; SILVA et al., 2012). 

A análise filogenética do gênero, aprofundada com a crescente quantidade 

de dados relativos a sequencias genômicas, revela que C. tropicalis é a segunda espécie mais 

relacionada à C. albicans (reflexo de sua elevada similaridade genética com tal espécie) 

(BUTLER et al., 2009), sendo precedida apenas por Candida dubliniensis, e seguida por C. 

parapsilosis (FITZPATRICK et al., 2006; CHAI et al., 2010).  

Tanto C. albicans quanto C. tropicalis são fungos polimórficos, podendo 

existir na forma de leveduras propriamente ditas (blastoconídios) ou como pseudo-micélios 

(elementos longos e ramificados portando conídios isolados). São espécies verdadeiramente 

polimórficas, com capacidade de formar hifas e / ou pseudo-hifas (LARONE, 2002; SILVA et 

al., 2012). Já C. parapsilosis não produz hifas verdadeiras, mas pode gerar pseudo-hifas que 

são caracteristicamente grandes e curvas, geralmente referidas como "células gigantes" 

(LARONE, 2002; TROFA et al., 2008). Assim, no gênero Candida a propriedade de formar 

hifas verdadeiras somente é compartilhada por C. albicans, C. dubliniensis e C. tropicalis 

(SUZUKI et al., 1991; CHAI et al., 2010).  

Nas últimas décadas infecções causadas por espécies do gênero Candida 

têm se tornado cada vez mais frequentes, correspondendo atualmente a sexta forma mais 

comum de infecção patogênica. Indivíduos hospitalizados ou imunodeficientes compõem seu 

principal grupo de risco. As leveduras deste gênero têm sido assim as espécies fúngicas mais 

frequentemente isoladas a partir de culturas sanguíneas em pacientes hospitalizados 

(PFALLER et al., 1998, 2010). Ainda, espécies de Candida ocorrem como patógenos 

oportunistas em até 95% dos pacientes com AIDS, e em 90% dos pacientes com câncer, 

manifestando-se principalmente através de infecções orais. Além disso, aproximadamente 

75% de todas as mulheres sadias apresentam pelo menos um episódio de infecção vaginal 

provocada por Candida spp. ao longo da vida, sendo que destas, 5% a 10% sofrerão de 

infecções recorrentes da doença (FIDEL; SOBEL, 1996; SAFDAR et al., 2001; AKPAN; 

MORGAN, 2002; VARGAS; JOLY, 2002; DE REPENTIGNY et al., 2004; RICHTER et al., 

2005).  

Entre as infecções invasivas causadas por espécies do gênero Candida, 

merecem destaque os casos de infecção de corrente sanguínea, complicação denominada 
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como candidemia (COLOMBO E GUIMARÃES, 2003). Candidemias representam a quarta 

causa mais comum de infecções sanguíneas em hospitais terciários americanos. Tais infecções 

apresentam elevados índices de incidência nas mais diversas regiões demográficas, e 

implicações relevantes quanto aos custos, dificuldades de tratamento e quanto às taxas de 

mortalidade (WENZEL, 1995; EDMOND et al., 1999; OLAECHEA et al., 2004; 

WISPLINGHOFF et al., 2004; MEDRANO et al., 2006; MÉAN et al.,2008; SHORR et al., 

2009; HA et al., 2011; NUCCI et al., 2010). 

No Brasil, a incidência de candidemias (infecções sistêmicas de corrente 

sanguínea causada por Candida spp.) varia de 147 a 198 casos por 100.000 pacientes 

(COLOMBO; GUIMARÃES, 2003). Já a incidência de candidemias em várias outras partes 

do mundo varia de 6 a 10 casos por 100.000 habitantes (DIEKEMA et al., 2002).  

Infecções sistêmicas causadas por espécies de Candida podem ser letais, 

sendo que em adultos a taxa de mortalidade pode chegar a 50% e em crianças acima de 65% 

(PFALLER et al., 1996). 

Historicamente, dentre as espécies de Candida isoladas de humanos, C. 

albicans mostra-se a mais comum, tanto em indivíduos saudáveis quanto em doentes. 

Contudo, muito embora os níveis de isolamento desta espécie possam chegar a 80% dos 

casos, a frequência de infecções causadas por outras espécies (Candida não-albicans) tem 

crescido significativamente nos últimos anos (COLOMBO et al., 2003; COLOMBO; 

GUIMARÃES, 2007; PFALLER; DIEKEMA, 2007; MÉAN et al., 2008; PFALLER et al., 

2010; FALAGAS et al., 2010; HA et al., 2011; SILVA et al., 2012). 

Este crescimento nas taxas de isolamento de Candidas não-abicans pode 

estar, ao menos parcialmente, relacionado à melhorias nos métodos de diagnóstico, como o 

uso de meios cromogênicos capazes de diferenciar espécies do gênero, assim como a 

introdução de técnicas de biologia molecular na rotina de diagnósticos (LIGUORI et al., 

2009). Todavia, a elevada prevalência de espécies não-albicans em infecções humanas, 

também deve ser um reflexo de seus elevados níveis de resistência, que são inerentes a 

determinadas espécies, a certas drogas antifúngicas (GONZALEZ et al., 2008), de forma que 

isto promova a persistência destas espécies em infecções mistas tratadas com antifúngicos 

tradicionais, relativamente à C. albicans (SILVA et al., 2012). 

Muito embora nas últimas décadas tenha havido o aumento nas taxas de 

isolamento de outras espécies do gênero, C. albicans permanece sendo a espécie de Candida 

mais frequentemente isolada. Tal espécie pode ser encontrada em superfícies cutâneas e 

mucosas como comensal, constituindo um membro da microbiota normal da população 



20 
 
saudável. Além disso, pode ser responsável por uma variedade de quadros clínicos, desde 

infecções superficiais de mucosa, como candidíase vulvovaginal e orofaríngea, até infecções 

sistêmicas com disseminação para órgãos parenquimais. Assim, tem apresentado um papel de 

grande relevo clínico, inclusive como patógeno nosocomial, representando a quarta principal 

causa deste tipo de infecção em algumas regiões do mundo e com mortalidade atribuída de 

cerca de 35% (CALDERONE; FONZI 2001; RUHNKE; MASCHMEYER 2002; SILVA et 

al., 2012) 

No Brasil, Colombo et al. (2006), realizaram pesquisa de candidemia em 11 

centros médicos, levantando dados referentes aos anos de 2003 a 2004, detectaram C. 

albicans como a espécie mais comum (40,9%), seguida por C. tropicalis (20,9%) e C. 

parapsilosis (20,5%). 

Embora C. albicans seja a espécie de Candida predominante na maioria dos 

estudos epidemiológicos, é importante ressaltar que existem variações significativas nas 

espécies de Candida isoladas, dependendo da região geográfica e do grupo de pacientes, com 

algumas espécies não-albicans sendo mais prevalentes em certos países, mesmo em 

comparação à C. albicans (COLOMBO et al. 2003; PFALLER et al., 2004). 

Candida tropicalis é uma das três espécies não-albicans mais comumente 

isoladas. Sendo que, na América Latina e em determinadas regiões europeias, tem sido a 

espécie mais frequentemente isolada após C. albicans. Assim, diversos estudos mostram que 

C. tropicalis tem sido reconhecida como o segundo ou terceiro agente etiológico mais comum 

de candidemias (PFALLER et al., 2000, 2001, 2002a, 2002b, 2003, 2004; 2008, 2009; 

SAFDAR et al., 2001; DIEKEMA et al., 2002; GOLDANI; MARIO, 2003; HAJJEH et al., 

2004; ALMIRANTE et al., 2005; COLOMBO; GUIMARÃES, 2007; NUCCI; COLOMBO, 

2007; PFALLER; DIEKEMA, 2007; HINRICHSEN et al., 2008; BRUDER-NASCIMENTO 

et al., 2010; CHAI et al., 2010; MARRA et al., 2011). 

Em um recente estudo epidemiológico realizado em 11 centros médicos 

brasileiros, C. tropicalis foi a segunda espécie de Candida mais frequentemente encontrada, 

sendo responsável por 33-48% dos casos de candidemia (COLOMBO; GUIMARÃES, 2007; 

MIRANDA et al, 2009). Além disso, C. tropicalis é frequentemente isolada de pacientes 

internados em unidades de terapia intensiva, especialmente de pacientes que necessitam de 

cateterização prolongada, recebendo antibióticos de amplo espectro ou com câncer 

(KAUFFMAN et al, 2000; RHO et al, 2004; COLOMBO; GUIMARÃES, 2007; NUCCI; 

COLOMBO, 2007).  
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Desta forma, C. tropicalis parece exibir um maior potencial de disseminação 

em indivíduos neutropênicos em comparação com C. albicans e outras espécies não-albicans 

(COLOMBO; GUIMARÃES, 2007). Colombo et al. (2006) observou que o número de casos 

de candidemia causada por esta espécie, para cada 1000 pacientes, é de 2 a 15 vezes maior do 

que os relatados pelos principais estudos epidemiológicos em outras regiões demográficas, o 

que torna a situação clínica deste tipo de infecção ainda mais problemática.  

Em estudo epidemiológico conduzido no Hospital Universitário de 

Londrina/PR, foi observado que 32,5% dos casos de candidemia foram provocados por C. 

tropicalis, enquanto apenas 25% por C. albicans. Neste mesmo estudo C. tropicalis 

correspondeu a 30% dos isolados obtidos de sítios superficiais, e a 52% dos casos de 

candidúria (FURLANETO et al., 2011). Em estudo conduzido por Oliveira et al. (2001), 53% 

dos isolados de urina corresponderam a C. tropicalis, e somente 36% a C. albicans. 

C. tropicalis apresenta considerável potencial biológico como agente 

oportunista quando o hospedeiro encontra-se neutropênico, e quando há supressão da 

microbiota bacteriana pelo uso de antimicrobianos ou danos na mucosa. E, ao contrário de C. 

albicans, a detecção de C. tropicalis está frequentemente associada com o desenvolvimento 

de infecções fúngicas sistêmicas (ZAUGG et al., 2001).  

De acordo com Kontoyiannis et al. (2001), existem diferenças nos fatores de 

risco de fungemias causadas por C. tropicalis e C. albicans, sendo a primeira mais persistente 

e levando a mais tempo de internação em unidades de terapia intensiva. De fato, alguns 

estudos epidemiológicos (KRCMERY, 1999a; KONTOYIANNIS et al, 2001; COLOMBO; 

GUIMARÃES, 2007; SILVA et al., 2012) documentaram que C. tropicalis foi associada a 

níveis de mortalidade mais elevados do que outras espécies não-albicans e inclusive do que C. 

albicans. Essa propensão para a disseminação e a elevada mortalidade associada de C. 

tropicalis pode estar relacionada aos fatores de virulência apresentados por esta espécie, tais 

como a formação de biofilme, secreção de proteinases, dimorfismo entre outros (KRCMERY, 

1999b; NEGRI et al., 2010; SILVA et al., 2012). 

Embora ainda sejam escassos os estudos relativos à incidência de espécies 

de Candida, particularmente de Candida não-albicans no Brasil, estudo recente realizado pelo 

nosso grupo encontrou que C. tropicalis foi a espécie predominante em um surto no Hospital 

Regional Universitário de Londrina (40% dos isolados), sendo ainda que esta espécie 

apresentou elevados índices de resistência aos antifúngicos comumente empregados em sua 

terapia (FAVERO et al., 2006). 
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Ainda, no Brasil, além de C. tropicalis, C. parapsilosis tem sido a espécie 

não-albicans mais frequentemente isolada (COLOMBO et al., 2006; HINRICHSEN et al., 

2008; BRUDER-NASCIMENTO et al., 2010) e segundo estudo conduzido por Pfaller et al. 

(2005), os índices de isolamento destas duas espécies em todo o mundo aumentaram 2,9% e 

3,1% respectivamente, no período de 1997 a 2003. 

De fato, estudos indicam que C. parapsilosis é muitas vezes a segunda 

espécie do gênero Candida mais frequentemente isolada de hemoculturas (ALMIRANTE et 

al, 2006; COLOMBO; GUIMARÃES, 2007; COSTA-DE-OLIVEIRA et al, 2008). Sendo 

também um dos fungos mais comumente encontrado em mãos humanas (BONASSOLI et al., 

2005) e em locais do corpo normalmente estéreis em pacientes hospitalizados. Esta espécie 

corresponde a 15,5% dos isolados de Candida na América do Norte, 16,3% na Europa, e 

23,4% na América Latina, superada apenas por C. albicans (51,5%, 47,8% e 36,5%, 

respectivamente), Candida glabrata (21,3% ) na América do Norte (MESSER ET AL., 2006) 

e em alguns estudos por C. tropicalis, como citado anteriormente (OLIVEIRA et al., 2001; 

COLOMBO; GUIMARÃES, 2007; MIRANDA et al, 2009; ROTA, 2009). Todavia, 

fungemias causadas por C. parapsilosis apresentam uma menor taxa de mortalidade (4%) em 

comparação com as causadas por C. albicans, C. glabrata (KOSSOFF et al., 1998). 

À semelhança de outras espécies de Candida, a incidência aumentada de 

infecções provocadas por C. parapsilosis tem sido atribuída a uma variedade de fatores de 

risco, incluindo sua capacidade de formar biofilmes em cateteres e outros dispositivos 

intravasculares e a sua persistência no ambiente hospitalar. Ainda, é comumente encontrada 

colonizando a pele de indivíduos saudáveis, o que facilita sua propagação nosocomial por 

meio das mãos de profissionais da área da saúde. Tais características propiciam que C. 

parapsilosis seja cada vez mais relacionada a surtos hospitalares, originando infecções 

principalmente em neonatos prematuros (DE BERNARDIS et al., 1999; SHIN et al., 2002; 

KUHN et al., 2004; ALMIRANTE, et al., 2005; BONASSOLI et al., 2005; VAN ASBECK et 

al., 2007; PFALLER et al., 2008). 

Na Espanha e Estados Unidos foi observado que C. parapsilosis é a segunda 

espécie mais comumente encontrada na corrente sanguínea de neonatos (ALMIRANTE et al. 

2005, 2006; TROFA et al., 2008). Este fato poderia ser explicado pela presença do patógeno 

nas mãos dos profissionais de saúde. Pfaller et al. (2005, 2006a, 2006b, 2008, 2009) também 

encontraram em diversos estudos aliados ao programa SENTRY de vigilância internacional 

de candidemia, que C. parapsilosis é a segunda espécie mais frequentemente isoladas na 

América Latina, Canadá e Europa, e propuseram que a alta frequência de isolamento desta 
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espécie provavelmente seja devida ao manuseio inadequado de utilitários médicos e falhas nas 

medidas de controle de infecção hospitalar. 

No Brasil, C. parapsilosis foi identificada como a principal causa de 

candidemia em pacientes pediátricos, com 38,5% dos casos (PASQUALOTTO et al. 2005). E 

Medrano et al. (2006) evidenciou a importância desta espécie em episódios de candidemia no 

nordeste brasileiro, uma vez que foi o principal patógeno isolado durante dois anos de 

pesquisa, apresentando ainda a segunda maior taxa de mortalidade. 

Estudo sobre candidemias causadas por C. parapsilosis em hospitais 

brasileiros indicou como seus principais fatores de risco a neutropenia, o uso de catéteres 

venosos e a quimioterapia de combate ao câncer (BRITO et al., 2006). Sendo a colonização 

do trato gastrointestinal ou pele frequentemente o primeiro passo na patogênese de candidíase 

invasiva. Desta forma recém-nascidos são particularmente propensos a tais infecções, tendo 

em vista a sua integridade comprometida da pele, maior susceptibilidade a infecções do trato 

gastrointestinal, e necessidades de cateteres umbilicais e intubação traqueal prolongada 

(BENJAMIN et al., 2000). Além disso, em contraste com outras espécies não albicans, as 

taxas de mortalidade em neonatos de baixo peso causadas por C. parapsilosis são 

drasticamente superiores, por vezes, equivalentes às associada com C. albicans (TROFA et 

al., 2008). 

Até recentemente, os isolados de C. parapsilosis eram divididos em três 

grupos genotípicos distintos, denominados grupos I, II e III (LEHMANN et al., 1992; LIN et 

al., 1995; ROY; MEYER, 1998). Posteriormente, no entanto, duas novas espécies, Candida 

orthopsilosis e Candida metapsilosis, foram propostas para substituir as designações C. 

parapsilosis grupo II e III, respectivamente, sendo mantida a denominação C. parapsilosis 

para os isolados do grupo I (TAVANTI et al., 2005). A incidência de C. metapsilosis é 

extremamente rara em isolados clínicos, diferentemente de C. orthopsilosis que segundo 

Tavanti et al. (2007) é capaz de colonizar e causar infecções em diferentes regiões 

anatômicas. 

 

3.3 RELAÇÃO CANDIDA-HOSPEDEIRO 

 

A relação parasita-hospedeiro é produto do balanço entre a virulência do 

microrganismo e as defesas do hospedeiro. De modo que, tanto fatores locais como sistêmicos 

contribuem para a colonização e para a eventual invasão tecidual pelas diferentes espécies de 
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Candida. A multiplicação celular nos diferentes sítios de colonização é favorecida pelos 

diversos fatores predisponentes anteriormente citados. Desta forma, no que tange ao 

hospedeiro, a colonização prévia por Candida spp. e a posterior diminuição da capacidade de 

resposta imunológica observada em casos de presença de doenças imunossupressoras, 

diabetes mellitus, uso crônico de corticóides, entre outros, favorecem a infecção. Ainda, como 

importantes fatores que contribuem para o desenvolvimento de quadros infecciosos podemos 

citar o uso de antibióticos de amplo espectro, a estrogenoterapia, o hábito de usar roupas 

muito justas ou de fibras sintéticas, além da dieta alimentar rica em açúcares (FERNANDES; 

MACHADO, 1996; NARDIN, 2000).  

A utilização de antibióticos de amplo espectro pode favorecer tanto a 

colonização quanto a infecção por Candida, na medida em que estes podem suprimir a 

microbiota normal, diminuido assim a competição por nutrientes, por receptores epiteliais 

utilizados para a adesão, bem como a produção de substâncias (bacteriocinas) capazes de 

inibir a germinação de micélios (ZIARRUSTA, 2002). 

Frequentemente o desenvolvimento de infecções por Candida spp. esta 

associado a situações de debilidade imunológica do hospedeiro. Os mecanismos de defesa do 

hospedeiro podem ter influencia tanto na manifestação, como na severidade das infecções 

fúngicas. Assim, a forma clínica da doença dependerá da resposta imune do paciente 

(ROMANI, 2004).  

O sistema inato, de defesas antifúngicas dos mamíferos, é mediado por 

células, receptores celulares e fatores humorais. Fagócitos como neutrófilos, macrófagos e 

células dendríticas possuem papel central nesta atividade. Ainda, células NK, linfócitos T e 

células não hematopoiéticas, como células endoteliais e epiteliais, também participam neste 

processo (ROMANI et al., 2002). Assim, a resposta imune de combate aos fungos apresenta 

dois mecanismos principais: ação antifúngica efetora levando a destruição do patógeno, uma 

resposta imediata às partículas fúngicas ingeridas, e secreção de mediadores pró-

inflamatórios, influenciando a resposta imune adaptativa (VILLAMÓN et al., 2004).  

Estes mecanismos de defesa do hospedeiro são ativados após a infecção. Tal 

ativação depende de um grupo de moléculas expressas constitutivamente pelo patógeno, que 

são reconhecidas por um grupo de receptores que fazem o reconhecimento de moléculas 

padrões e incluem os receptores de manose, receptores tipo “Toll” e receptores Dectina-1 

(ROMANI, 2004, BROWN, 2006). Após as interações com as moléculas do patógeno, as 

células do sistema imune hospedeiro iniciam diversos mecanismos de defesa tais como a 
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produção de peptídeos antimicrobianos e a produção de citocinas e quimiocinas, levando ao 

desenvolvimento de uma resposta inflamatória e resistência à infecção (AKIRA et al., 2006). 

Receptores de manose reconhecem diversos tipos de carboidratos (manose, 

fucose, N-acetilglucosamina e glucose) presentes na superfície de microrganismos. Estes 

receptores são expressos principalmente por macrófagos e células dendríticas, sendo 

especialmente importantes na fagocitose de C. albicans. Promovem assim, a ligação entre as 

respostas imune inata e adaptativa. A fagocitose de células de C. albicans através destes 

receptores resulta na produção de citocinas pró-inflamatórias como IL-1β, IL-6 e fator 

estimulador de colônias de macrófagos e granulócitos (GM-CSF), degradação do fungo e 

estímulo de moléculas co-estimulatórias, moléculas do complexo de histocompatibilidade 

principal II (MHC II) e ativação de resposta celular protetora Th1 (YAMAMOTO et al., 

1997).  

As células dendríticas, localizadas nos tecidos, superfícies de mucosas e 

pele, são as primeiras a iniciar a resposta protetora contra C. albicans (NEWMAN; HOLLY, 

2001). Tais células possuem a capacidade de internalizar diferentes tipos morfológicos 

fúngicos (tanto formas leveduriformes quanto filamentosas). A interação destas células e as 

células fúngicas, através de diferentes receptores, resultam em formas distintas de sinalização 

e conseqüentemente diferentes perfis de citocinas (ROMANI et al., 2002; ROMANI, 2004).  

Neutrófilos também desempenham um papel importante na prevenção de 

doenças fúngicas em hospedeiro vertebrados (WALSH et al., 1990; FRADIN et al., 2005). Os 

neutrófilos constituem a primeira linha de defesa contra microrganismos invasivos. A 

mieloperoxidase (MPO), uma enzima produzida por neutrófilos, catalisa reações do peróxido 

de hidrogênio com o íon cloro para produzir o ácido hipocloroso, que é utilizado pelos 

fagócitos para matar microrganismos (PHAM, 2006). Neutrófilos possuem ainda mecanismos 

microbicidas independentes de oxigênio. Estes mecanismos envolvem as enzimas lisossomais, 

que são muito importantes nos tecidos onde a concentração de oxigênio é baixa e a cadeia 

respiratória não pode funcionar efetivamente. Dentre as principais hidrolases lisossomais 

neste contexto, podemos citar as peroxidases como a lactoperoxidase (TAYLOR et al., 2005).  

A ação anti-fúngica pelas células efetoras incluem morte e inibição do 

crescimento fúngico. Em geral as células fagocíticas possuem atividade antifúngica intrínseca 

que pode ser potencializada por opsoninas (anticorpos, C3b, iC3b) ou citocinas derivadas de 

células T, o que indica que as respostas imune inata e adaptativa são reciprocamente reguladas 

(ROMANI, 2002; HUFFNAGLE; DEEPE, 2003).  
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A citocina IFN-γ também apresenta papel central na resistência a infecções 

fúngicas, pois está relacionada à ativação das funções fungicidas de macrófagos, 

restabelecendo a resposta imune celular em indivíduos imunodeprimidos (VÁSQUEZ-

TORRES e BALISH, 1997). Macrófagos e neutrófilos ativados por IFN-γ produzem 

interleucina 12 (IL-12), necessária para uma resposta celular eficiente (CENCI et al., 1998; 

KASHINO et al., 2000).  

Assim também, o TNF-α desempenha papel relevante na defesa contra 

infecções por C. albicans. Esta citocina, produzida por macrófagos em resposta a infecções 

fúngicas, estimula a síntese de quimiocinas e moléculas de adesão por estes fagócitos 

(necessárias para o recrutamento de neutrófilos), além de estimular a atividade candidacida 

destas células (FILLER et al., 2005).  

A citocina TNF-α esta relacionada também com a indução da expressão de 

outras moléculas envolvidas na defesa do hospedeiro contra infecções por C. albicans. Entre 

estas incluem-se as moléculas de adesão E-selectinas e VCAM-1, IL-8 e fator ativador de 

plaquetas (PAF) relacionadas à adesão e ao recrutamento de leucócitos (FILLER et al., 2005, 

OROZCO et al., 2000).  

 

3.4 FATORES DE VIRULÊNCIA  

 

A patogenicidade de um micro-organismo é definida como sendo a 

capacidade desse de causar doença (GHANNOUM; ABU-ELTEEN, 1990). Os micro-

organismos patogênicos desenvolveram uma série de mecanismos que favoreceram a 

colonização e a infecção do hospedeiro. Assim, a maioria dos patógenos, incluindo Candida 

spp., expressam uma série de fatores de virulência e apresentam estratégias específicas que os 

auxiliam na habilidade de colonizar tecidos hospedeiros, sobrepujar suas defesas e causar 

infecções (NAGLIK et al., 2003). Contudo, segundo Casadevall; Pirofski (2001), a virulência 

não pode ser considerada como uma característica isolada do micro-organismo, mas sim um 

processo dinâmico e com fenômenos de troca que incluem tanto o hospedeiro como os fatores 

microbianos.  

A patogenicidade de um micro-organismo é definida como sendo a sua 

capacidade de causar doença (GHANNOUM; ABU-ELTEEN, 1990). Segundo Casadevall; 

Pirofski (2001) a virulência não pode ser considerada como uma característica isolada do 
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micro-organismo, mas sim um processo dinâmico e com fenômenos de troca que incluem 

tanto o hospedeiro como os fatores microbianos.  

Assim, dentre os principais fatores que influenciam a etiologia de uma 

doença, está o estado fisiológico do hospedeiro, sendo este inclusive, o primeiro fator a 

influenciar as infecções causadas por espécies do gênero Candida, contribuindo também para 

o desencadeamento de um extenso repertório gênico de determinantes de virulência expressos 

seletivamente de acordo com o tipo, estágio, sítio anatômico da infecção, com a resposta 

natural do organismo, assim como com os fatores de predisposição pelos quais o indivíduo 

está sendo afetado (STAIB et al., 2000; HAYNES, 2001; HUBE; NAGLIK, 2001; 

KANTARCIOGLU; YÜCEL, 2002; NAGLIK et al., 2003; TAVANTI et al., 2004).  

Os principais determinantes de virulência atribuídos às espécies do gênero 

Candida são: a habilidade de produzir enzimas hidrolíticas extracelulares (proteases e 

fosfolipases), a capacidade de variação da morfologia celular (formação de hifas, pseudo-hifas 

e variações fenotípicas), formação de biofilme, produção de endotoxinas de baixo e alto peso 

molecular, bem como a expressão de fatores localizados na parede celular que facilitam a 

adesão e penetração através do tecido infectado. (GHANNOUM; ABU-ELTEEN, 1990; 

CALDERONE; BRAUN, 1991; SOLL, 1992; CHAFFIN et al., 1998; GHANNOUM, 2000; 

HAYNES, 2001; HUBE; NAGLIK, 2001; NAGLIK et al., 2003; TAVANTI et al., 2004; 

HUBE, 2004, 2009; SCHALLER et al., 2005; GOKCE et al., 2007; SHINOBU et al., 2007; 

NAGLIK et al., 2008).  

A patogênese em candidíases tem sido associada com a regulação 

diferencial e temporal da expressão de diversos genes que codificam para os fatores de 

virulência acima citados, especialmente, aqueles envolvidos no dimorfismo, aderência, 

invasão e produção de enzimas hidrolíticas extracelulares (STAIB et al., 2000).  

Contudo, a maioria dos estudos relacionados a caracterização destes fatores 

de virulência em espécies do gênero Candida, emprega C. albicans como modelo. Embora, 

tenham sido constatadas diferenças significativas quanto a presença dos genes relacionados a 

esses determinantes de virulência entre as demais espécies, bem como quanto a expressão dos 

mesmos, a qual é dependente da interação fungo-hospedeiro, de necessidades nutricionais e 

fisiológicas do fungo no curso da infecção, deixando clara a necessidade de estudos mais 

detalhados referentes às demais espécies (MONOD et al., 1994; GILFILLAN et al., 1998; 

FIDEL et al., 1999; STAIB et al., 2000; BRIELAND et al., 2001; HAYNES et al., 2001; 

ZAUGG et al., 2001; KANTARCIOGLU et al., 2002; FOTEDAR; AL-HEDAITHY, 2003; 
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NAGLIK et al., 2003; TAVANTI et al., 2004; DAGDEVIREN et al., 2005; TAYLOR et al., 

2005).  

Mais recentemente, outro fator tem sido reconhecido como um novo e 

importante atributo de patogenicidade nas espécies de Candida, o fator hemolítico, que ao 

contrário dos demais determinantes de virulência anteriormente citados, tem sido alvo de 

pouquíssimos estudos (MANNS et al., 1994; LUO et al., 2001; MALCOK et al., 2009; 

NEGRI et al., 2010; FAVERO et al., 2011; SILVA et al., 2012).  

Neste contexto, espécies como C. albicans, C. tropicalis e C. parapsilosis 

possuem papel de destaque, considerando diversos fatores como: suas acentuadas taxas de 

incidência, ao fato de suas detecções estarem frequentemente associadas com o 

desenvolvimento de infecções fúngicas sistêmicas, a recente emergência e existência de 

poucos estudos relacionados aos fatores de virulência das duas espécies não-albicans, bem 

como a resistência intrínseca que estas últimas apresentam aos anti-micóticos comumente 

empregados no controle de candidíases.  

 

3.5 FATOR HEMOLÍTICO 

 

O ferro elementar é um cofator necessário para uma ampla variedade de 

funções metabólicas, tais como, transporte de oxigênio, respiração, regulação da expressão 

gênica e síntese de DNA, sendo desta forma, essencial para a sobrevivência de todos os 

organismos. Contudo, devido a sua reatividade com peróxido de hidrogênio, que acaba por 

resultar na formação de radicais hidroxila altamente tóxicos, que podem reagir com açúcares, 

aminoácidos, fosfolipídios, bases nitrogenadas e ácidos orgânicos presentes nas células, os 

organismos necessitam apresentar um sistema regulado de captação e armazenamento deste 

elemento (BYERS; ARCENEAUX, 1998; MOYE-ROWLEY, 2003). 

Desta forma, a habilidade de micro-organismos patogênicos em adquirir 

ferro elementar é de fundamental importância para a sua sobrevivência e capacidade de 

estabelecer infecções em seus hospedeiros, e a disponibilidade de ferro apresenta assim um 

importante papel na relação patógeno-hospedeiro, bem como na virulência de bactérias e 

fungos (PAYNE, 1993; HOWARD, 1999). 

Em humanos, a maioria do ferro está localizada intracelularmente, na forma 

de ferritina, proteínas Fe-S, ou como compostos contendo o grupo heme. A pequena 

quantidade de ferro extracelular aparece ligada a proteínas ou em proteínas de transporte, 
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como a transferrina (soro) e lactoferrina (secreções corporais) respectivamente (MANNS et 

al., 1994; WEINBERG, 1999a; RATLEDGE; DOVER, 2000).  

A indisponibilidade deste elemento, através da retenção do ferro em 

proteínas do hospedeiro, atua como um obstáculo a infecções, ao manter a concentração de 

ferro livre nos fluidos corporais em níveis insuficientes para o crescimento microbiano. Esta 

estratégia de defesa é conhecida como “imunidade nutricional” (WEINBERG, 1999a; 

RATLEDGE; DOVER, 2000). Por outro lado, micro-organismos patogênicos apresentam 

estratégias complexas para aquisição deste elemento e em muitos destes, a disponibilidade de 

ferro atua como um sinal para induzir a expressão de determinantes de virulência (HOWARD, 

1999; WEIBERG, 1999b; TIMM et al., 2003). 

Assim, uma vez que o Ferro não é encontrado na forma livre, e tendo em 

vista sua essencialidade, muitos patógenos adquirem-no indiretamente a partir de compostos 

que o contenham, tal como a hemoglobina. Para isto, o patógeno deve apresentar a capacidade 

de destruir o grupo heme o que o capacita a extrair o ferro elementar. (MANNS et al., 1994; 

WATANABE et al., 1997; LUO et al., 2001, LUO et al., 2004). Para tal, alguns micro-

organismos patogênicos secretam fatores hemolíticos com o objetivo de obter hemoglobina ou 

o grupo prostético heme como fontes de ferro (BELANGER et al., 1995; LEWIS; DYER, 

1995; WATANABE et al., 1999). 

Atualmente, ainda são poucos os dados relativos a atividade hemolítica em 

leveduras, em contraste com extensivos trabalhos descritos para bactérias; e dentre os poucos 

estudos a respeito, a maioria concentra-se em C. albicans, havendo escassez de informações 

sobre o tema entre as demais espécies de gênero. 

C. albicans apresenta três mecanismos independentes para captação de ferro 

a partir de sideróforos, quelantes férricos variados e o grupo heme (HAMMACOTT, 2000; 

HEYMANN, 2002; HU, 2002; KNIGHT, 2002; SANTOS et al., 2003; PENDRAK, 2004; 

WEISSMAN; KORNITZER, 2004; ALMEIDA et al., 2009). Estes mecanismos auxiliam-na a 

adaptar-se ao ambiente, no que se refere à variabilidade nas formas e na disponibilidade de 

ferro.  

Sideróforos são pequenas moléculas, sintetizadas e secretadas por uma 

grande variedade de micro-organismos, as quais ligam-se solubilizam íons ferro com elevada 

afinidade. Embora C. albicans aparentemente não possua a maquinaria enzimática necessária 

para sintetizar e secretar tais moléculas, ela é capaz de capturar ferro de sideróforos secretados 

por outros micro-organismos (HU, 2002; LAN et al., 2004).  
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Já, para capturar o ferro presente em quelantes férricos, como a transferrina, 

C. albicans utiliza um sistema de captação redutivo, localizado em sua membrana plasmática. 

Tal sistema também é empregado para a captação do ferro da ferritina e de fontes ambientais 

(HAMMACOTT et al., 2000; KNIGHT et al., 2002; SANTOS et al., 2003; WEISSMAN; 

KORNITZER, 2004; ALMEIDA et al., 2008).  

Conforme descrito por Manns et al (1994), para a utilização do ferro 

presente no grupo heme, C. albicans produz um fator hemolítico, o qual provoca a lise dos 

eritrócitos e a consequente liberação da hemoglobina que contêm este grupo prostético 

(MANNS et al., 1994; WATANABE et al., 1999; LUO et al., 2001). Assim, a hemoglobina 

apresenta-se como uma importante fonte de ferro, sendo que a produção de fator hemolítico 

veio a ser posteriormente considerada um importante atributo de virulência também para as 

demais espécies deste gênero (WATANABE et al., 1997; LUO et al., 2001). 

Desta forma, conforme descrito por Pendrak et al. (2004) C. albicans é 

capaz de ligar-se especificamente à hemoglobina, com consequente produção de heme-

oxigenase, que por sua vez é capaz de retirar o ferro do grupo heme. Neste estudo também foi 

demonstrado que a hemoglobina deve atuar na regulação de genes sabidamente expressos 

durante o processo de infecção, inclusive sugerindo que além da obtenção de ferro por si, a 

atividade hemolítica pode estar envolvida no mecanismo de mudanças fenotípicas, 

relacionadas à indução de um fenótipo mais virulento ou resistente às defesas do organismo.  

Muito embora a hemólise promovida por C. albicans tenha sido descrita por 

Manns et al. em 1994, a secreção do fator hemolítico nesta espécie só foi reportada 

posteriormente por Watanabe et al. em 1999. 

Luo et al. (2001) reportaram a atividade hemolítica de diversas espécies do 

gênero Candida. Neste estudo a promoção de dois tipos distintos de hemólise foi observada 

em meio solidificado e estas foram denominadas, com propósitos descritivos como hemólises 

alfa e beta, para denotar a hemólise incompleta e completa respectivamente. Esta 

nomenclatura é análoga à terminologia empregada para as hemolisinas alfa e beta de 

bactérias. A hemólise completa obtida neste estudo caracterizou-se pela presença de um halo 

interno totalmente translúcido idêntico ao de hemólise beta produzido por Streptococcus 

pyogenes, e a hemólise incompleta por um halo externo preto esverdeado comparável ao de 

hemólise alfa produzido por Streptococcus sanguis.  

Posteriormente, diversos outros estudos também demonstraram, em ensaios 

semelhantes, a atividade hemolítica variável em um amplo espectro de espécies de Candida, 

incluindo C. albicans e C. tropicalis (FURLANETO-MAIA et al., 2008; YIGIT; AKTAS, 
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2009; FRANÇA et al., 2010a; ŞEKER, 2010). E, muito embora a evidenciação de hemólise 

por isolados de C. parapsilosis venha se mostrando ser altamente variável, recentemente por 

meio de modificações nos ensaios comumente empregados, alguns estudos também 

evidenciaram a capacidade hemolítica nesta espécie (MALCOK et al., 2009; RÖRIG et al., 

2009; FRANÇA et al., 2010b).  

De modo geral, o fenômeno de hemólise tem sido descrito como fortemente 

influenciado por condições de cultivo (YIGIT; AKTAS, 2009), dentre as quais a composição 

química do meio, especialmente a concentração de glicose, parece ser um dos principais 

moduladores (MANNS et al., 1994; SHUSTER et al., 2004; TSANG et al., 2007; MALCOK 

et al., 2009). Malcok et al. (2009), em um estudo que avaliaram a promoção de hemólise por 

espécies do gênero Candida frente a adição de glicose em meio Sabouraud dextrose líquido, 

além de verificar que isolados de C. parapsilosis que não eram capazes de promover hemólise 

quando cultivadas sem a adição de glicose suplementar, passaram a promovê-la, quando de tal 

suplementação. Também verificou que as demais espécies de Candida, inclusive C. albicans e 

C. tropicalis, passaram a promover hemólise em níveis significativamente superiores frente à 

suplementação com glicose. De modo similar, Favero et al. (2011) também demonstraram que 

a produção do fator hemolítico por C. tropicalis pode ser regulada por determinadas 

condições de cultivo, ao encontrar que a hemólise promovida por esta espécie ocorre de uma 

maneira glicose dependente. Também demonstraram, pela primeira, a liberação do fator 

hemolítico para o sobrenadante de cultivo por C. tropicalis.  

Lachke et al. (2000) amplificaram e clonaram uma sequencia parcial de 

DNA de C. glabrata similar à de genes relacionados a hemolisinas de uma diversidade de 

organismos, variando em complexidade de bactérias à nematóides. Tal sequencia foi 

reconhecida como um possível gene que confere atividade hemolítica, sendo então 

denominada de gene HLP – “hemolysin-like protein”. Esta sequencia foi posteriormente 

utilizada por Luo et al. (2004), para o desenho de oligonucleotídeos iniciadores utilizados na 

detecção e análise da expressão do gene HLP em C. glabrata, através da técnica de PCR 

reversa, bem como para a correlação de tal expressão com a produção de hemolisinas in vitro, 

evidenciando assim o possível papel deste gene na atividade hemolítica dos isolados testados. 

Watanabe et al. (1997) reportaram em C. albicans que o fator hemolítico é 

secretado para o meio, causando a liberação de hemoglobinas, e ainda sugeriram diferenças na 

utilização destas hemoglobinas entre células hifais e leveduriformes. Como a habilidade de 

formar hifas também é geralmente considerada um importante fator de virulência em C. 

albicans, neste estudo os autores postularam que isso possa ser devido, dentre outros, a maior 
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quantidade de receptores para hemoglobina presente em células hifais e a maior capacidade de 

utilizar a hemoglobina como fonte de ferro neste tipo celular. 

Posteriormente, Watanabe et al. (1999) caracterizaram o fator hemolítico 

produzido por C. albicans como uma manoproteína derivada de sua parede celular, e que a 

atividade hemolítica está associada com uma fração de aproximadamente 200kDa rica em 

açúcar. Tais autores demonstraram que esta manoproteína atua em uma proteína presente na 

membrana dos eritrócitos que catalisa a troca de ânions, denominada Banda 3. 

Especificamente, foi sugerido que a manana liga-se à proteína Banda 3 da membrana dos 

eritrócitos e que os resíduos de Lisina, Lys-539 ou Lys-542, da proteína Banda 3 são 

importantes sítios para o ligamento das mananas. 

 

3.6 PAREDE CELULAR  

 

A parede celular de Candida spp. é uma estrutura de grande importância, 

pois além de ser o ponto inicial de contato entre a célula e seu ambiente, contribuindo para 

interações entre o fungo e seu hospedeiro, também determina a forma da célula fúngica, 

levedura ou hifa, além carregar importantes antígenos e ser responsável pela aderência aos 

diferentes substratos (PITARCH et al., 2002; RUIZ-HERRERA et al., 2006; CHAFFIN, 

2008). Como a conversão morfogenética a partir de levedura para a forma filamentosa requer 

remodelação da parede celular, o que envolve alterações na sua composição e organização, a 

parede é na verdade uma estrutura plástica e dinâmica, que está em constante mudança em 

resposta aos sinais ambientais e aos diferentes estágios do ciclo celular (CHAFFIN et al., 

1998; PITARCH et al., 2002). 

Ainda, a presença de proteínas específicas na parede celular também confere 

à célula algumas de suas funções essenciais, tais como: resistência a agentes 

desestabilizadores, aderência à superfícies – incluindo ao hospedeiro e à outras células 

microbianas –, a porosidade necessária ao fluxo de algumas substâncias, bem como funções 

enzimáticas como a proteólise (CHATTAWAY et al., 1974; ZLOTNIK et al, 1984; 

CHAFFIN et al., 1998; CHAFFIN, 2008). 

Notadamente, algumas enzimas de parede desempenham papel na 

degradação de grandes moléculas impermeáveis, tornando os produtos acessíveis para a 

nutrição da célula; outras estão envolvidas na degradação de polímeros da própria parede 

celular ou em sua síntese. Assim, várias enzimas degradativas têm sido localizadas na parede 

de C. albicans (CHAFFIN et al., 1998; PEDREÑO et al, 2004, RUIZ-HERRERA et al., 
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2006). Além disso, um grande número de proteínas GPI (GPI: glicosil fosfatidil inositol) 

exibem atividades enzimáticas relacionadas à síntese e modulação de componentes da parede 

(quitinases, glucanases, etc.) (RUIZ-HERRERA et al., 2006). 

Estruturalmente, a parede celular de leveduras como as do gênero Candida é 

organizada em camadas que são derivadas das abundâncias diferenciais de seus componentes. 

A camada interna, rica quitina e matriz polissacarídica, é menos elétron-densa do que as 

camadas externas, que são ricas em manoproteínas, conforme pode ser observado na Figura 1 

(RUIZ-HERRERA et al., 2006; CHAFFIN, 2008). Tais camadas são formadas por apenas 

quatro classes principais de macromoléculas: proteínas de parede celular (CWPs – cell wall 

proteins), β-1,6-glicanas (polímeros de glicose com ligações b-1,6), β-1,3-glicanas (polímeros 

de glicose com ligações b-1,3), e quitina (polímeros de N-acetil-D-glicosamina (GlcNAc) 

com ligações b-1,4) (KAPTEYN et al., 1999; CHAFFIN, 2008). Existe ainda uma pequena 

porção de lipídeos (1 a 7%) (CALDERONE; BRAUN, 1991; CHAFFIN et al., 1998; CABIB 

et al., 2001).   
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Figura 1 – Estrutura e representação esquemática da arquitetura da parede celular de C. 

albicans. (a) micrografia eletrônica de uma secção celular média. A camada 
interior elétron-transparente da parede celular (seta fina branca e preta) é 
composta principalmente de polissacarídeos (β-glucanas e quitina) e pequena 
quantidade de proteínas. A camada exterior elétron-densa (seta preta e espessa) 
é construída na sua maior parte por diferentes tipos de manoproteínas. (b) 
Esquema da parede celular. Cadeias de β-1,3 / β-1,6 - glicanas são ligadas por 
ligações covalentes à microfibrilas de quitina e, juntamente com algumas 
proteínas, dão origem a um componente básico (A). A superfície exterior do 
componente (B) é enriquecida com diferentes tipos de proteínas que estão 
ancoradas tanto por ligações não covalentes como por uma variedade de 
ligações covalentes. (c) Representação esquemática da organização molecular 
da parede celular. Proteínas da parede celular estão ligadas principalmente à 
cadeias curtas de β-1,6-glicanas, à quitina via 1,6-glicanas, ou diretamente à 
quitina. GPI: proteínas glicosil fosfatidilinositol; ASL: proteínas ligadas através 
de ligações álcali-sensíveis; RAE, proteínas ligadas por pontes dissulfeto. 
(Adaptado de RUIZ-HERRERA et al., 2006). 

 

 

 

As proteínas de parede celular (CWPs) são, tipicamente, manoproteínas 

(polímeros de manose (manana) em associação covalente com proteínas 

(glico[mano]proteínas) que formam fibrilas prolongando-se radialmente para o exterior da 
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superfície celular. Elas correspondem a aproximadamente 30 a 50% do peso seco da parede, e 

durante seu transporte através da via secretora, algumas CWPs recebem uma âncora GPI 

(GPI: glicosil fosfatidil inositol) (KAPTEYN et al., 1999; RUIZ-HERRERA et al., 2006). 

As β-1,6-glicanas são moléculas relativamente pequenas, consistindo de 

aproximadamente 140 resíduos de glicose, e representam apenas cerca de 5% do peso seco da 

parede (KAPTEYN et al., 1999).  

Por sua vez, as β-1,3-glicanas são moléculas maiores, predominantemente 

lineares, consistindo de cerca de 1500 resíduos de glicose. São os principais componentes 

estruturais da parede celular, e juntamente com a quitina são responsáveis pela rigidez da 

parede, determinando assim sua forma. Frequentemente, mais de 50% da parede celular é 

formada por β-1,3-glicanas (KAPTEYN et al., 1999). 

Já as moléculas de quitina respondem por apenas 1 a 2% da parede celular 

de leveduras. Parte da quitina está localizada em um anel na base do botamento, embora 

alguma quitina também esteja depositada, de uma forma dispersa, na lateral da parede 

(KAPTEYN et al., 1999).   

 

3.7 PROTEÍNAS DE PAREDE CELULAR (CWPS) 

 

A identificação de proteínas de parede celular (CWPs) tem avançado 

rapidamente graças a introdução e desenvolvimento de três novas abordagens metodológicas: 

o sequenciamento do genoma completo de fungos, a análise in silico dos genomas com o 

auxilio programas e algoritmos computacionais e técnicas de análise proteômica 

extremamente sensíveis. Tais análises têm permitido a identificação de centenas de ORFs 

codificantes de prováveis CWPs, especialmente em C. albicans, que por sua tradicional 

importância, é usualmente escolhida como modelo (RUIZ-HERRERA et al., 2006). 

Tais proteínas de parede celular (CWPs) têm sido classificadas de diferentes 

formas, embora de modo geral, o método de extração (reflexo dos tipos de ligação e dos 

ligantes) e a presença de um motivo de carboidrato (glicoproteínas, “verdadeiras” CWPs) ou 

não (proteínas de parede “não típicas”) representem a base da maioria das classificações 

(RUIZ-HERRERA et al., 2006). Especificamente, segundo Ruiz-Herrera et al. (2006) a 

definição de proteínas de parede celular genuínas inclui apenas aquelas proteínas que 

possuem um motivo de secreção, são N- e/ou O-glicosiladas, e possuem outras características, 

como um motivo de ligação GPI ou repetições internas específicas. 
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Uma funcional organização das “verdadeiras” CWPs divide-as em duas 

principais classes: proteínas GPI (GPI-CWPs), que são aquelas ligadas às β-1,6-glicanas 

através do motivo GPI, e proteínas PIR, proteínas com repetições internas (PIR: proteins with 

internal repeats), caracterizadas por conter sequencias repetitivas e ser altamentente O-

glicosiladas (KAPTEYN et al., 1999). Um terceiro grupo formado por manoproteínas retidas 

na parede celular através de pontes dissulfeto também tem sido incluído, mais recentemente, 

entre as CWPs verdadeiras (RUIZ-HERRERA et al., 2006).  

Os genes de GPI-CWPs codificam para proteínas ricas em serina e treonina, 

com um peptídeo sinal na extremidade N-teminal. Frequentemente contêm sequências com 

repetições internas e terminam em uma sequencia hidrofóbica a qual é substituída por uma 

âncora GPI no retículo endoplasmático. GPI-CWPs são ligadas aos demais componentes da 

parede celular através de resíduos livres desta âncora GPI (KAPTEYN et al., 1999). Em C. 

albicans proteínas GPI representam, quantitativamente, a classe mais importante de proteínas 

de parede celular, correspondendo por cerca de 88% de todas as proteínas covalentemente 

ligadas à parede (RUIZ-HERRERA et al., 2006). 

Como citado anteriormente, análises recentes têm revelado a presença de 

um grande número de proteínas GPI em espécies de Candida, sendo atribuídas funções como 

adesão, hidrolases, e outras diferentes atividades enzimáticas, além de funções estruturais 

(RUIZ-HERRERA et al., 2006). Contudo, muitas destas proteínas preditas ainda não possuem 

funções conhecidas.  

Genes PIR codificam para uma família de proteínas que compartilham as 

seguintes características: um peptídeo sinal na extremidade N-terminal, um sítio de 

reconhecimento à proteinase Kex2p (uma enzima envolvida na ativação de ferormônios 

secretados – “a-mating factor”) (NEWPORT, G.; AGABIAN, 1997) e uma ou mais repetições 

internas. Elas não contêm a sequência de adição à âncora GPI na extremidade C-terminal. 

Kandasamy et al. (2000) demonstrou a existência de certo grau de conservação nas Proteínas 

PIR em fungos, bem como, que algumas proteínas PIR também são secretadas para o meio de 

cultivo (KANDASAMY et al., 2000; RUIZ-HERRERA et al., 2006). 

Ruiz-Herrera et al. (2006) em sua revisão também descrevem um grupo 

atípico de proteínas de parede celular em C. albicans, que são desprovidas de um motivo de 

carboidrato e são retidas na parede por mecanismos desconhecidos. Segundo os autores, estas 

proteínas devem ser distinguidas das proteínas típicas de parede celular, porquanto estas são 

altamente glicosiladas, contêm um peptídeo sinal e são secretadas através das vias normais 

para o meio, embora fiquem retidas na parede em proporções variáveis onde apresentam 
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funções diversas. Já as proteínas típicas de parede celular, são proteínas que se têm 

demonstrado como sendo de origem citoplasmática e não possuem as características de uma 

típica proteína secretada.  

Estas proteínas têm sido recentemente detectadas em quantidades 

significativas também na parede celular, embora ainda não se tenha claro se são 

acidentalmente presas à parede, ou se de alguma forma são ativamente liberadas e associadas 

aos polímeros da parede celular (RUIZ-HERRERA et al., 2006).  

Assim, tendo em vista a importância e a grande complexidade estrutural e 

funcional da parede celular de fungos, conforme descrito por Nimrichter et al (2005), o 

conjunto de características decorrentes de sua composição e a biossíntese destes componentes 

podem ser considerados como importantes alvos potenciais para drogas e anticorpos 

antifúngicos.  

Desta forma, estudos relacionados à identificação e expressão de 

componentes da parede celular podem contribuir para o conhecimento do seu papel na 

patogênese fúngica (ex.: expressão de adesinas e receptores para proteínas do hospedeiro; 

atividade proteolítica extracelular; hidrofobicidade) (BORG; RUCHEL, 1988; DOUGLAS, 

1987; HAZEN, 1989), na interação parasito-hospedeiro (LOPEZ-RIBOT et al., 1991), bem 

como indicar sítios moleculares alvo promissores para a pesquisa de novas drogas 

antifúngicas específicas (GROLL et al., 1998; PITARCH et al., 2002).  
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PARTE I 

 

HEMOLYTIC FACTOR PRODUCTION IS VARIABLE AMONG Candida SPECIES 

ISOLATED FROM BLOOD CULTURES 

 

DANIEL FAVERO*, LUCIANA FURLANETO-MAIA**, EMANUELE J. G. FRANÇA* & 

MARCIA C. FURLANETO*** 

 

Short title: Hemolytic factor in Candida spp. 

 

SUMMARY: Yeasts belonging to the genus Candida are responsible for the majority of 
fungal bloodstream infections. Most cases of these infections have been attributed to C. 
albicans, but recently, non-albicans species have been identified as common pathogens. 
Although hemolytic factor is known to be putative virulence factor contributing to 
pathogenicity in Candida species, its production still poor evaluated. The present study was 
undertaken to analyze the production of hemolytic factor by C. albicans (10), C. tropicalis 
(13) and C. parapsilosis (08) isolates associated with bloodstream infections. Data of 
hemolysis zones on plate assay revealed that the majority of C. albicans isolates produced 
mild hemolytic activity whereas the majority of C. tropicalis produced strong activity. On the 
other hand, none of the tested C. parapsilosis isolates exhibited hemolysis. We also analyzed 
the production of hemolytic factor released in the culture supernatant. Different degrees of 
hemolysis were promoted by Candida isolates, where C. tropicalis isolates exhibited the 
highest production of hemolytic factor (P<0.05) followed by C. albicans and C. parapsilosis 
isolates. Furthermore, there were no significant intra-species differences (P>0.05) in the 
hemolytic activity among Candida species isolates. To the best of our knowledge, this is the 
first report of species-specific differences in hemolytic factor production by Candida isolates 
associated with bloodstream infections. We have further showed for the first time the 
secretion of a hemolytic factor by isolates of C. parapsilosis. 
 
Keywords  Candida albicans, Candida tropicalis, Candida parapsilosis, Candidemia, 

hemolytic factor 
 

Introduction 

Bloodstream infections (BSIs) caused by Candida spp. have increased in hospitalized 

patients and are associated with significant morbidity and mortality (Zaoutis et al., 2005; 
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Pappas 2006; Holley et al., 2009) [  ]. In Brazil, Candida spp. accounts for approximately 6% 

of all nosocomial BSIs, resulting in 68.6% crude mortality (Marra et al., 2011) [  ]. 

According to recent surveys, Candida albicans still the main cause of Candida BSIs, 

however, these reports have also indicated that its incidence is declining and the frequency of 

some non-albicans Candida species (NAC) is increasing as causative agents of BSIs. For 

instance, C. parapsilosis has now been the second or third most common cause of Candida 

BSIs worldwide, while, in some equatorial countries, C. tropicalis is the second most 

common Candida isolated from BSIs, behind C. albicans (Mokaddas et al., 2007; Caggiano et 

al., 2008; Anunnatsiri et al., 2009; Gomez et al., 2009; Aydin et al., 2011; Marra et al., 2011). 

Various characteristics of Candida spp. have been purposed as factors that enable these 

organisms to cause disseminated infection in susceptible hosts (reviewed in Calderone and 

Fonzi, 2001; Trofa et al. 2008; Lim et al., 2012; Silva et al., 2012) [  ]. 

The ability of pathogenic organisms to acquire elemental iron has been shown to be of 

pivotal importance in their survival and ability to establish infection within the mammalian 

host (Weinberg 1978; Bullen 1981) [  ]. Hemolytic activity is known to be putative virulence 

factor contributing to disseminated candidal pathogenesis, particularly facilitating hyphal 

invasion (reviewed in Odds, 1988) [  ]. The hemolytic factor secreted by C. albicans causes 

the release of hemoglobin, which is then used as an iron source by the organism (Manns et al., 

1994; Watanabe et al. 1997) [  ]. It has been proposed that hemoglobin is an important host 

factor for triggering a differentiation pathway necessary for establishing disseminated 

infections by C. albicans (Pendrak et al. 2004) [ ]. We have recently demonstrated that a 

hemolytic factor is secreted from C. tropicalis cultures (Favero et al., 2011) [  ] and that it is 

produced by different isolates independent of their clinical origin (França et al., 2010; Favero 

et al., 2011) [  ]. 
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In the present work, we have demonstrated for the first time the secretion of hemolytic 

factor by C. parapsilosis isolates as well as a different pattern of hemolysis promoted by C. 

albicans and the common non-albicans Candida species, e.g., C. tropicalis and C. 

parapsilosis associated with BSIs. 

 

Materials and methods 

Candida isolates and identification 

Thirty-one Candida isolates were included in this study. The isolates were recovered from 

different patients with bloodstream infection who had been admitted to the intensive care unit 

of the Hospital Universitário da Universidade Estadual de Londrina (HU) (Furlaneto et al., 

2011)[ ] and maintained in our laboratory stock collection. These included: C. albicans 

(n=10), C. tropicalis (n=13) and C. parapsilosis sensu stricto (n=08). The isolates obtained 

were presumptively identified onto CHROMagar Candida agar (CA; CHROMagar, France) 

according to manufacture´s. Identification was confirmed by PCR as described by França et 

al. (2010)[  ] using species-specific forward primers designed from the internal transcribed 

spacer regions (ITS2) as described by Li et al. [ ]. Identity of C. parapsilosis sensu stricto 

(formerly C. parapsilosis group I) isolates was confirmed by the employment of primers for 

URA3 gene (orotidine-5´-phosphate decarboxylase) as described by Tavanti et al. [ ]. 

 

Hemolytic activity on plate assay 

Hemolytic activity was evaluated as described by Favero et al. (2011) [  ]. Briefly, isolates 

were precultured in RPMI 1640 liquid medium and incubated at 37C for 18 h. The resultant 

cultures were harvested and washed with sterile water and a yeast suspension was prepared 

using hemocytometric counts. A 2 l (2x105 cells) amount of this suspension was spot-

inoculated on differential medium, a sugar-enriched sheep blood agar medium, which was 
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prepared by adding 7 ml of fresh sheep blood to 100 ml of RPMI agar supplemented with 3% 

glucose (w/v). The plates were incubated at 37C for 48 h. The presence of a translucent 

and/or a greenish halo circumscribing the inoculum site, viewed with the aid of a white light 

transluminator  (UVP Bio Imaging Systems Dig Doc - It®; UPV, Inc, California, USA), 

indicated a positive hemolytic activity. The millimetric halo measurements were evaluated as 

(-) for none activity, (+) for weak activity (a halo zone < 1.0 mm around the colony), (++) for 

mild activity (a halo zone of 1.1-1.49 mm around the colony), and (+++) for strong activity (a 

halo zone  1.5 mm around the colony). The experiment was repeated three times, and the 

results represent mean values  SD. In addition, one strain each of Streptococcus pyogenes 

and Streptococcus sanguis, which induce beta and alpha hemolysis, respectively, were used as 

positive controls. 

 

Preparation of red blood cells  

Human RBCs (A type) were suspended in Ca2+- and Mg2+-free phosphate-buffered saline 

(PBS-) and centrifuged at 600 g for 7 min. The supernatant was removed, and the pelleted 

RBCs were further washed with the same PBS buffer by centrifugation. The RBCs were then 

added to liquid RPMI 1640 medium without phenol red and used for determination of 

hemolytic activity in the Candida culture supernatant. 

Hemolytic activity from culture supernatant 

Hemolytic activity in the culture supernatant was analyzed as described by Favero et al. 

(2011) [  ] by preculturing the isolates in RPMI 1640 liquid medium at 37C for 18 h. The 

resultant cultures were harvested and washed with sterile PBS buffer and a yeast suspension 

with an inoculum size of 104 cells was inoculated in liquid RPMI 1640 medium and incubated 

at 37C for 48 h at 180 rpm. Following growth, cells were harvested by centrifugation at 1500 

g for 15 min. The supernatants obtained were freeze-dried and concentrated 2.5-times by 
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eluting in PBS buffer following storage at -20C. The culture supernatant and the RBCs 

(1x108 cells/ml) were mixed at a 1:1 (v/v) ratio, and incubated at 37C for 15 h. After the 

incubation, samples were centrifuged at 1000 g for 2 min. Absorbance of the supernatant was 

determined at 405 nm. The hemolysis was calculated according to the equation: Hemolysis 

(%) = 100-[(Ap-As)/(Ap-Ac) x 100)]; where Ap, As and Ac are the absorbance of the positive 

control, test sample and negative control, respectively. The positive control was the RBCs 

lysed with SDS (0.6%), and the negative control was the RBCs suspension with RPMI plus 

PBS buffer at a 1:1 (v/v) ratio. Yeast growth was measured by colony-forming units (CFUs) 

counting. The assay was conducted in duplicate on three separate occasions for each isolate 

tested. Hemolytic activity was expressed as efficiency (hemolysis (%)/ 107 cells). 

 

Statistical analysis 

Tukey test was used to calculate the difference among hemolytic activitity of Candida 

isolates. Kruskal-Wallis and t-test were used to calculate the difference among hemolytic 

activity on plate assay and in the culture supernatant, respectively, of Candida species using 

the statistical program SPSS Statistics 17.0. In all tests P<0.05 was considered as statistically 

significant.     

 

Results  

Hemolytic activity on plate assay 

At 48 h postinoculation, on sheep blood medium, all C. tropicalis and C. albicans isolates 

showed an internal translucent ring, resembling beta-hemolysis (complete lysis of the 

erythrocytes), surrounding by a peripherical greenish-grey halo (partial lysis of the 

erythrocytes caused by the reduction of hemoglobin to methemoglobin). In contrast, no 

hemolysis was observed for C. parapsilosis isolates as illustrated in Figure 1.  
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In order to obtain semi-quantitative data of hemolysis, the hemolytic zone was measured 

and the results were expressed as arbitrary units (Table 1). Overall, the majority of C. 

albicans isolates produced mild activity (++), whereas the majority of C. tropicalis produced 

strong activity (+++). On the other hand, none of the tested C. parapsilosis isolates exhibited 

hemolysis (Table 1). Furthermore, there were no significant intra-species differences 

(P>0.005) in the hemolytic activity among Candida species isolates. 

As shown in Figure 2, statistically significant difference was found between hemolytic 

activities of Candida species. The hemolysis promoted by isolates of C. tropicalis was higher 

than that promoted by isolates of C. albicans. 

 

Hemolytic activity in the cell free broth  

In this study, we also analyzed the production of hemolytic factor released in the culture 

supernatant by Candida isolates. As illustrated in Figure 3, different degrees of hemolysis 

were promoted by Candida isolates. 

Regarding hemolytic activity from culture supernatants (Fig. 4), it can be highlighted that 

all Candida isolates produced hemolytic factor, including C. parapsilosis isolates. Similarly 

to found on plate assays, intra-species differences (P>0.05, Tukey test) were not observed. On 

the other hand, statistically significant differences in hemolytic activities were found among 

Candida species. C tropicalis isolates exhibited highest production of hemolytic factor 

followed by C. albicans and C. parapsilosis isolates, while C. parapsilosis isolates exhibited 

the lowest production. 

 

Discussion 

Despite intensive research to identify virulence factors in pathogenic Candida, particularly 

in C. albicans, relatively little is known about the virulence attributes associated with non-
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albicans Candida species. Additionally, studies on the production of hemolytic factor by 

Candida still scarce, particularly for non-albicans Candida species.  

Manns et al. (1994) were the first to describe that C. albicans exhibits a hemolytic activity 

when grown on glucose-enriched blood agar. Similar approach was employed by Luo et al. 

(2001) to evaluate the hemolytic activity of non-albicans Candida species, including C. 

tropicalis and C. parapsilosis. The latter study revealed that 100% of C. tropicalis isolates 

produced hemolytic factor, while none of the C. parapsilosis isolates tested exhibited 

hemolytic activity.  

Concerning non-albicans Candida species, we previously reported a correlation between 

hemolytic activity and the source of Candida isolates (França et al., 2010) [  ].  More recently 

we demonstrated that the hemolysis promoted by C. tropicalis is not influenced by a carbon 

dioxide increased atmosphere (5% CO2), and that it occurs in a glucose-dependent manner 

(Favero et al., 2011) [  ]. Furthermore, we demonstrated for the first time that the hemolytic 

factor is secreted from cultures of C. tropicalis isolates obtained from distinct clinical sources 

(Favero et al., 2011) [  ].  

In this study we aimed to extend our knowledge about the production of hemolytic factor 

by Candida species. To this end, we analyzed possible a species-specific difference in 

hemolytic factor production by isolates associated with BSIs. We observed different profiles 

of hemolytic activity among Candida species. Based on both assays employed to determine 

the hemolytic activity (plate assay and cell free broth assay), the hemolysis promoted by 

isolates of C. tropicalis was higher than that promoted by isolates of C. albicans (Fig. 2 and 

4). Interesting to note that intra-species differences in the hemolytic activity were not 

observed in neither of the assays used.   

Currently, the analysis of hemolytic activity from Candida cell free culture broth has been 

reported for C. albicans (Watanabe et al., 1999) [  ] and C. tropicalis (Favero et al., 2011) [  ]. 
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Differently, the studies about the production of hemolytic factor by C. parapsilosis are based 

on the hemolysis zones on plate assay (Luo et al., 2001; Bonassoli et al., 2005; Yigit and 

Aktas, 2009; França et al., 2010). According to these studies, the ability of C. parapsilosis to 

produce hemolytic factor is controversial. For instance, some studies revealed that this species 

is not producer of hemolytic factor (Luo et al., 2001; Yigit and Aktas, 2009) [  ], in contrast to 

that reported by other authors (Bonassoli et al., 2005; França et al., 2010) [  ]. 

Here, in contrast to the observed on plate assay (Table 1), all C. parapsilosis isolates 

exhibited a hemolytic activity from culture supernatants (Fig. 4). These findings suggest that 

other assays, then hemolytic plate assay, must be undertaken in order to evaluate hemolysis 

promotion by C. parapsilosis isolates. To the best of our knowledge, this is the first report of 

the secretion of a hemolytic factor by C. parapsilosis isolates. Under the conditions tested, C. 

parapsilosis exhibited the lowest production of a hemolytic factor compared to C. tropicalis 

and C. albicans.  

Hemolytic activity may play an important role in bloodstream infection by Candida, 

where circulating erythrocytes are exposed directly to the yeast cells. The C. albicans 

hemolytic factor, a mannoprotein secreted by the cells, causes the release of hemoglobin by 

binding to human erythrocytes band 3 protein (Watanabe et al., 1997; Watanabe et al., 1999) [  

]. According to these authors, although systemic hemolysis may not be caused by the 

mannoprotein, hemolysis around infected sites may enhance the fungal growth (Watanabe et 

al., 1999) [  ]. 

To date there are few reports comparing virulence factors exhibited by distinct Candida 

species isolated from blood (Kumar; Menon, 2006; Gokce et al., 2007; Hasan et al., 2009; 

Gultekin et al., 2011; Tay et al., 2011 ) [   ]. For instance, the ability to form biofilm is 

variable among blood Candida species (Kumar and Menon, 2006; Hasan et al., 2009) [  ], 
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where C. tropicalis isolates exhibited the highest biofilm production followed by C. 

parapsilosis and C. albicans (Girish Kumar; Menon, (2006) [  ]. 

In conclusion, we report here for the first time that Candida spp obtained from blood 

cultures exhibit different profiles of in vitro hemolytic activities. In addition, our results 

suggest that for the analysis of hemolytic activity from C. parapsilosis isolates the 

employment of cell free broth assay is more appropriate than plate assay. Further studies 

should be undertaken in order to establish the nature of the hemolytic factors produced by C. 

tropicalis and C. parapsilosis and their host-pathogen relationship associated with Candida 

BSIs. 
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Table 1 – Hemolytic activity by bloodstream Candida isolates 

Candida species (n) No. of strains (%) 

 Scoring of hemolytic activity  

 (-) (+) (++) (+++) 

Candida albicans (10) 0 20 60 20 

Candida tropicalis (13) 0 0 15 85 

Candida parapsilosis (08) 100 0 0 0 

Hemolytic activity from yeast colonies (plate assay). (-) none activity; (+) weak activity; (++) mild activity; 
(+++) strong activity. 
 

Figures legend 

 

Fig. 1 – Photograph showing the hemolysis of sheep blood induced by different Candida 
species. C. albicans (a), C. tropicalis (b) and C.  parapsilosis (c). 

 
Fig. 2 – Hemolytic activity of Candida species. The results are mean values of three 

independent experiments. * represent a significant difference (P<0.05) according to 
Kruskal-Wallis test. Vertical lines indicate maximum and minimum values, upper 
and lower lines of the boxes indicate percentiles 75 and 25, respectively and the 
traced line of each box indicates median value. 

 
Fig. 3 – Representative photograph showing hemolysis induced by a hemolytic factor 

produced by Candida spp after growth for 48 h (A) and the hemoglobin released 
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(supernatant obtained following centrifugation at 1000 g for 2 min) (B). (+) positive 
control (total lyses of RBCs in presence of SDS), (a) C. albicans isolate 238.05, (b) 
C. tropicalis isolate 14.07,  (c) C. parapsilosis isolate 75.07 showing different 
degrees of hemolysis and (-) negative control (RBCs resuspended in RPMI plus 
PBS buffer).   

Fig. 4 – Hemolysis from culture supernatant of Candida isolates after growth in RPMI 
medium for 48 h. The results are means of three independent experiments.  

 

Fig. 1 
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PARTE II 

 

HEMOLYTIC FACTOR GENE EXPRESSION IN Candida tropicalis CLINICAL 

ISOLATES 

 

HEMOLYTIC FACTOR GENE EXPRESSION IN CANDIDA TROPICALIS 

CLINICAL ISOLATES 

 

DANIEL FAVERO*, LUCIANA FURLANETO-MAIA**, EMANUELE J. G. FRANÇA* & 

MARCIA C. FURLANETO*** 

 

ABSTRACT: The production of hemolytic factor is recognized as an important virulence 
factor in Candida species. However, little is known concerning their production and 
expression by Candida tropicalis. Thus, in the present study we analyzed the expression of a 
putative gene encoding a hemolysin-like protein (HLP) in 12 Candida tropicalis clinical 
isolates, the possible effect of Red Blood Cells (RBCs) on both the HLP gene transcripts 
levels and the hemolytic activity, and assessed a correlation between the mRNA expression 
profile of HLP gene and the hemolytic activity in these isolates. All 12 C. tropicalis isolates 
cultured in presence or absence of RBCs induced the release of hemoglobin by secreting a 
hemolytic factor and different degrees of hemolysis were observed. Two profiles of 
differential hemolysis were observed in the RBCs presence: 66.7 % of C. tropicalis isolates, 
showed an increase in their hemolysis promotion at significant levels (P<0.05) when grown in 
RBCs presence, whereas 33.3 % showed a decrease in this promotion, with no significant 
differences. At molecular level, we evaluated the expression of a putative HLP gene using a 
RT-qPCR assay both in the presence and absence of RBCs. All isolates were also positive for 
HLP mRNA expression. The expression profile of HLP gene concerning RBCs presence 
allowed us to verify that the putative HLP gene is differently expressed as function of the 
RBCs presence in an isolate-dependent manner. The comparison of the expression profile of 
HLP gene and the hemolytic activity of the C. tropicalis isolates showed a highly positive 
correlation. Our data extend our knowledge about the regulation and molecular basis of 
hemolytic activity in C. tropicalis, and for the first time, evidences a role of HLP gene in C. 
tropicalis hemolysis as well as the fact that RBCs can induces changes in transcriptional 
levels of the putative HLP gene in this species. 
 
Keywords: Candida tropicalis. Hemolysis. Putative HLP gene. RT-qPCR. 
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INTRODUCTION 

Non-albicans Candida species, such as Candida tropicalis is being increasingly reported as 

causative agents of superficial to severe systemic infections. C. tropicalis is taxonomically 

close to Candida albicans sharing several pathogenic traits and has been considered as second 

to C. albicans in terms of virulence and clinical importance, especially in tropical regions 

(Pfaller et al. 2010; Chai et al., 2010; Marra et al., 2011; Furlaneto et al., 2011).  

Unfortunately, there still relatively few data on virulence features of C. tropicalis. Recently, 

the hemolytic attributes of this species have been recognized as an important factor related to 

this pathogenesis, enabling the pathogen to survival and persist in the host (Luo et al., 2001; 

Malcok et al., 2009; Negri et al., 2010; Favero et al., 2011; Silva et al., 2012). 

Once there is essentially no free iron in the human host, the pathogens acquire this from 

commonly available iron-containing compounds such as hemoglobin (Belanger et al., 1995). 

Thus, the hemolytic factor secretion releases hemoglobin, which is then used as an iron source 

by the organism (Manns et al., 1994 and Watanabe et al., 1997), facilitating the hyphal 

invasion in disseminated candidiasis (Odds, 1988; Pendrak et al., 2004). 

At biochemical level, Watanabe et al. (1999) characterized the hemolytic factor produced by 

C. albicans as a mannoprotein secreted by the cells, which structure of the sugar moiety was 

identified as a cell-wall mannan. According to these authors, the mannoprotein released from 

C. albicans bounds to a specific protein on red blood cells (RBCs) promoting their disruption. 

For C. tropicalis, it was recently reported that the hemolytic factor is secreted from cultures 

and that the hemolysis promotion can be modulated by environmental factors, like glucose 

presence (Malcok et al., 2009 and Favero et al., 2011).  

However, apart from the phenotypic features of hemolytic activity in Candida, there still few 

data on the molecular basis of the hemolytic factor expression in Candida species. Lachke et 

al. (2000) have described a putative hemolysin gene in Candida glabrata termed HLP 
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(hemolysin-like protein) gene. More recently, Luo et al. (2004) demonstrated a role of C. 

glabrata HLP gene in the hemolytic activity of this species.  

Since the determination of gene expression levels is often used to identify candidate genes 

involved in a virulence feature in Candida species (Nailis et al., 2010), and the significant 

gaps in our knowledge concerning hemolytic factor production by C. tropicalis, the goals of 

the present study were to investigate the expression of the putative gene encoding a 

hemolysin-like protein (HLP) in C. tropicalis, to evaluate a possible effect of RBCs on both 

the HLP gene transcripts levels and the hemolytic activity, as well as to verify the possible 

correlation between the mRNA expression of HLP and the hemolytic activity in C. tropicalis, 

extending our knowledge about production and expression of hemolytic factor by this species. 

 

MATERIALS AND METHODS 

Candida tropicalis isolates  

A total of 12 isolates of C. tropicalis included in this study were selected from isolates 

deposited at the Candida culture collection of the Fungal Genetics Laboratory, The University 

of Londrina-Brazil. Five of them were isolated from blood (136.06, 138.06, 144.06, 189.06 

and 301.07), two from nail infection (151.06 and 219.07) and five were isolated from tracheal 

secretion (197.06, 201.06, 254.07, 344.07 and 335.07) of hospitalized patients at the 

University Hospital of the University of Londrina – Paraná, Brazil. The isolates obtained were 

presumptively identified onto CHROMagar Candida agar (CA; CHROMagar, France) 

according to manufacturer’s. Identification was confirmed by PCR and was carried out using 

genomic DNA obtained as described by Furlaneto-Maia et al. (2008) and C. tropicalis 

species-specific forward primer (Li et al., 2003). 
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Preparation of red blood cells (RBCs)  

Human RBCs (A type) were centrifuged at 1080g for 7 min. The supernatant and buffy coat 

were removed, and the packed RBCs were further suspended in Ca2+- and Mg2+-free 

phosphate-buffered saline (PBS-) and washed twice with the same PBS-buffer by 

centrifugation. The RBCs were then added to liquid RPMI 1640 medium without phenol red 

and used for determination of hemolytic activity in the C. tropicalis culture supernatant. 

 

Growing conditions  

Prior to cultivation in either presence or absence of human red blood cells (RBCs), C. 

tropicalis isolates were grown overnight to stationary phase in RPMI 1640 medium without 

phenol red (Sigma-Aldrich) at 37C, 180 rpm. The procedure was repeated once, after which 

cells were harvested by centrifugation (3000 g for 10 minutes) and washed with sterile buffer 

(PBS-). The resultant suspensions were then inoculated with an inoculum size of 104 cells.ml-1 

in either RPMI 1640 (control) or in RPMI 1640 supplemented with human red blood cells 

(RBCs) type A+ (108 células.ml-1) (test condition) following incubation at 37°C and 180 rpm 

for 48 h. Finally, cells were harvested by centrifugation (3000 g for 5 minutes) and used for 

total RNA extraction. The resulting culture supernatants were assayed for hemolytic activity. 

 

Hemolytic activity from culture supernatant  

The culture supernatants were filtered (0.22 m membranes, Millipore MILLEX GV) to 

ensure the complete cell removal and concentrated 2.5-times by freeze-drying following 

storage at -20C. The culture supernatant and RBCs (1x108 cells/ml) were mixed at a 1:1 (v/v) 

ratio, and incubated at 37C for 15 h. After the incubation, samples were centrifuged at 1000 

g for 2 min. Absorbance of the supernatant was determined at 405 nm. The hemolysis was 

calculated according to the equation: Hemolysis (%) = 100-[(Ap-As)/(Ap-An) x 100)]; where 
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Ap, As and An are the absorbance of the positive control, test sample and negative control, 

respectively. The positive control was the RBCs lysed with SDS (0.6%) plus PBS- buffer at a 

1:1 (v/v) ratio, and the negative control was the RBCs suspension with RPMI plus PBS- 

buffer at a 1:1 (v/v) ratio. The results are given as the ratio between the hemolysis percentage 

of the test condition and control. These tests were repeated three times.  

 

Molecular analysis of a putative C. tropicalis hemolytic factor encoding gene 

Genomic DNA extraction of C. tropicalis isolates was carried out as described by Gácser et 

al. (2005) with modifications. Briefly, 5 ml culture of the yeast in Sabouraud was grown 

overnight to stationary phase and cells were harvested by centrifugation at 1080 g for 5 min. 

The pellets were washed with sterile water and resuspended in 500 l lysis buffer (TENTS) 

(10 mM Tris-HCl pH 8.0, 2% v/v Triton-X-100, 10% w/v SDS, 10 mM NaAc and 1 mM 

EDTA) mixed with 500 l fenol and 3 glass beads (425-600 microns). The suspension was 

vortexed at maximum speed for 3 min and centrifuged for 15 min at 13000 g. The supernatant 

was recovered, mixed with fenol/chloroform/isoamyl alcohol (25:24:1) and centrifuged for 15 

min at 13000 g. The supernatant was transferred to a new tube and mixed with 

chloroform/isoamyl alcohol (24:1), centrifuged for 15 min at 13000 g and the aqueous phase 

was recovered, centrifuged for 15 min at 13000 g and the DNA precipitated with 2.5 volumes 

of chilled ethanol. The pellet was washed with 70% (v/v) ethanol, air-dried, and resuspended 

in 20 μl of H2O. The quality and quantity of the isolated DNA were determined by 0.8% 

agarose gel electrophoresis in 1% TBE. 

In order to amplify a C. tropicalis putative HLP (hemolysin-like protein) gene we employed a 

gene-specific primers for the C. glabrata HLP (Luo et al., 2004) and C. tropicalis genomic 

DNA as a template. PCR products were generated in 50 l of a reaction mixture containing 4 

l DNA (5 ng/l), 612.5 mol of each deoxynucleoside triphosphate (Invitrogen), 40 pmol 
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each primer, and 2.5 U of Taq polymerase (Invitrogen). The cycling conditions were as 

follows: an initial denaturation step (5 min, 94C), followed by 35 cycles of denaturation 

(94C, 30 s), annealing (56.6C, 30 s) and elongation (72C, 1 min), with an additional 

extension (72C, 10 min). All the PCR reactions were performed in a GeneAmp PCR system 

(Eppendorf, Mastercycler gradient). 

The amplicon obtained was sequenced using the DYEnamic ET dye Terminator Cycle 

Sequencing Kit (Amersham Pharmacia Biotech, Inc) on MegaBACE 1000.  Characteristics of 

the obtained sequence like homologies and hydrophobicity profile were predicted by online 

tools. The alignment and comparison of the nucleotide sequence with sequences in the 

databases were performed using BLAST tools available on the NCBI website 

(htpp://www.ncbi.nlm.nih.gov). Transmembrane regions prediction was performed using 

TMpred  (http://www.ch.embnet.org/software/TMPRED_form.html). 

 

Primers design  

â-Actin (reference gene) and HLP specific (HLP) primers of C. tropicalis were designed for 

real-time PCR analysis using Gene Runner 3.05 software (http://www.generunner.com). Both 

have been designed with melting temperature (Tm) between 58 °C and 60 °C and so that their 

amplification products present 129 and 151 bp respectively, since large size differences in 

amplicons can interfere with the analysis when employed SYBR ® Green system. The 

oligonucleotides did not show, when analyzed with itself and/or your partner, hairpin loops, 

dimmers, bulge loops or internal loops according to program analyses. Primer specificity was 

checked using BLAST analysis (Basic Local Alignment Search Tool, 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov) searches against the GenBank database. Standard gel 

electrophoresis using a 2% TBE gel was used to check for a single product of the expected 

size.  
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Total RNA extraction and cDNA synthesis  

The assessment of differential expression of the HLP gene was performed after culture in 

RPMI (control) and RPMI supplemented with RBCs (test condition). After 48 h cultures, C. 

tropicalis cells were harvested, washed using distillated sterile water, suspended in Trizol® 

(Invitrogen Life Technologies) and frozen in liquid nitrogen. Total RNA was extracted with 

Trizol®, according to manufacturer´s instruction and suspended in 30 µl of DEPC-treated 

water. Purity of the total RNA extracted was determined as the 260/280 nm ratio and integrity 

was checked by electrophoresing on 1% agarose gel. Residual DNA was removed by treating 

RNA with RNase free DNase I (Invitrogen). RNA was stored at -80°C until further use and 

quantified with a Nanodrop ND-1000 Spectrophotometer (NanoDrop Technologies Inc.). 

Reverse transcription was carried out using 500 ng total RNA previously incubated at 64C 

for 10 min and snap-cooled on ice for 2 min to denature. First-strand cDNA was synthesized 

by addition of MgCl2 (4 mM), 2 l of 10x PCR Buffer, dNTP mixture (200 M), Oligo 

(dT)12-18 primer (0.4 M),  RNase OUT (4 U) and reverse transcriptase RT M-ML V (0.5 U) 

(Invitrogen). The mixture was incubated at 42C for 60 min. Synthesis reactions were 

performed in a GeneAmp® PCR system (Eppendorf, Mastercycler gradient).  

 

Reverse transcription–qPCR.  

To quantify cDNA generated by reverse transcription from target RNA, reverse transcription–

qPCR was carried out in a PTC-200 DNA Engine Cycler (MJ Research) with a Chromo4™ 

Four-Color Real-Time System (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, Calif., EUA) along with 

fluorescence signal detection (SYBR Green®) after each amplification cycle. The 20 µl 

reaction was performed by using the Platinum® SYBR® Green qPCR Supermix-UDG 

(Invitrogen Life Technologies), HLP-F (20 µM) and HLP-R (20 µM) primers, and 6µl of a 

1:20 cDNA dilution of each isolate in their respective growing conditions. The negative 
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controls (with no DNA template) for each primer set were included in each run. The mixture 

was subjected to the following amplification program: 2 min at 50°C; 5 min at 95°C; 40 

cycles at 94°C for 30 s, 56,6°C for 30 s and 72°C for 1 min, with an additional extension 

(72C, 10 min). Samples were analyzed in triplicate and the relative transcript abundance was 

normalized to the constitutively expressed -actin (ACT) gene, as described by Vandeputte et 

al. (2005). Melting curve analysis was performed for each sample to assure that a single 

product was produced in each reaction, where the temperature was raised in 0.5C .2 s-1 from 

50C to 98C. RNA extraction and measurement of gene expression by RT-qPCR were 

performed in triplicate.  

RT-qPCR data were normalized with â-Actin (ACT) an active reference genes in our assays, 

as this have previously shown to be stably expressed in both culture conditions. Normalized 

data were then used to calculate the relative gene expression levels. An expression level 

corresponds to the expression of HLP gene at RBCs presence relative to its expression in 

RPMI medium.  

 

Statistical analysis 

SPSS 17.0 software (SPSS Inc.) was used in the statistical analyses of hemolytic activity. 

Tukey test and ANOVA were used in order to evaluate the significant differences in 

hemolytic activity promoted among the isolates. And Kruskal-Wallis test was used to evaluate 

the significant differences in hemolytic activity promoted by the isolates grown in each of the 

two growth conditions. 

The relative expression software tool REST © (Pfaffl et al. 2002) was used to determine the 

relative expression of the HLP gene in different culture conditions evaluated, and to test 

whether the expression differences were significant. Were considered by the program 

differentially expressed genes whose induction or repression was significantly different (p = 
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0.001) when cultured in presence of RPMI supplemented with RBCs as compared to the 

control (absence of RBCs). 

Data from RT-qPCR reactions were previously analyzed using MJ Opticon Monitor TM 

Analysis Software (MJ Research) for determination of Cq (Quantification cycle) for each 

reaction and their respective efficiencies of amplification. The Cq value for HLP and ACT 

genes was measured and the expression level of HLP of the different isolates was analyzed 

using efficiency adjusted normalization method calculated by the formula: Ratio = (E target)
ÄCq 

target(Mean control-Mean sample)/(E ref)
ÄCq ref(Mean control-Mean sample), representing the x-fold difference 

from the calibrator (ACT) (Pfaffl et al. 2001). Differences in expression between control and 

treated samples were assessed in group means for statistical significance by randomization 

tests (Pair Wise Fixed Reallocation Randomization Test©), according to Pfaffl et al. (2002). 

The experiment was conducted with similar results using three sets of cDNA. 

 

RESULTS   

Hemolytic activity of C. tropicalis clinical isolates 

In this study we evaluated the production of hemolytic factor by clinical isolates of C. 

tropicalis in either absence or presence of human red blood cells (RBCs). 

Under these culture conditions, all 12 Candida isolates tested produced hemolytic factor that 

induced the release of hemoglobin. The hemolytic activity, expressed as percentage of 

hemolysis, varied from 0.010 to 0.022% and 0.015 to 23.50% following growth in RPMI 

medium and RPMI supplemented with RBCs, respectively (data not shown). Our data 

revealed that there were not differences in hemolytic activity among isolates cultivated in the 

same condition (either absence or presence of RBCs) (P>0.05). Besides, two profiles of 

hemolytic activity were observed with respect to the presence RBCs. The majority of the C. 

tropicalis isolates, 66.7 %, showed an increase in their capability to promote hemolysis when 
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grown in the presence of human RBCs, compared to the RPMI cultures, whereas 33.3 % 

showed a decrease in this capability (Table 1). The relative hemolysis data, obtained by 

dividing the values of hemolysis percentage in test condition on the control condition, are 

shown in Table 1. Here, all isolates that exhibited an increase in hemolytic activity had these 

differences at statistically significant levels (P<0.05) and, interestingly, these significant 

differences were not found for any isolate that showed reduction in the hemolysis. 

  

Sequence analysis of the putative C. tropicalis hemolysin-like protein gene 

The employment of C. tropicalis genomic DNA as a template and gene-specific primers for 

the Candida glabrata HLP gene (as described in methods) resulted in an amplicon of 

approximately 400 bp. After being sequenced and submitted to BLASTN analysis (BLASTN 

algorithm against the GenBank database) the amplicon obtained showed high identity (98%) 

to a C. tropicalis predicted protein mRNA (Candida tropicalis MYA-3404, GenBank: 

XM_002547122).  

The corresponding amino acid sequence of the obtained ORF had significant similarities to an 

uncharacterized threonine-rich GPI-anchored glycoprotein of the fission yeast 

Schizosaccharomyces pombe (EMBL Uniprot database: Q96WV6), indicating a possible 

domain presence that leads to a cell surface subcellular location. Additionally, the in silico 

analysis inferred gene ontology of this sequence indicated as a cellular component located on 

external side of cell wall. 

Moreover, the BLASTN analysis also revealed a high identity (70%) to a C. albicans 

hypothetic protein SC5314 (CaO19.11047, GenBank: XM_709892) annotated as an ORF 

similar to cell wall mannoprotein DAN4p of Saccharomyces cerevisiae (EMBL Uniprot 

database: P47179). The correlation between C. tropicalis and C. albicans sequences were also 
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supported by the hydrophobicity profile obtained by TMpred analyses (Fig. 1). Thus, raising 

the hypothesis that the C. tropicalis putative HLP gene encodes a cell wall mannoprotein.  

The complete ORF of the C. tropicalis sequence was also used to design gene-specific 

primers for a C. tropicalis putative hemolysin-like protein (HLP) gene. The employment of 

these primers was successfully applied against C. tropicalis genomic DNA which resulted in 

an amplicon of 151 bp (data not shown). Primers for C. tropicalis HLP gene and for an active 

reference control ACT (β-actin) gene were used in the expression analysis by the employment 

of quantitative real time PCR (qPCR) method.  

 

Quality control of quantitative real time PCR (qPCR) primers 

Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) analysis indicated that each primer pair was 

specific for the HLP and ACT C. tropicalis genes, and would not cross-react with sequences 

from other organisms (data not shown). Gel electrophoresis and melting curve analysis 

confirmed the presence of the expected PCR products only, and the absence of unwanted non-

specific products. Non-inoculated media failed to show evidence of gene expression (data not 

shown), confirming that each primer pair was specific for its corresponding C. tropicalis 

gene. Using the optimized qPCR assays, we found that HLP and ACT genes were expressed 

either presence or absence of RBCs at 48 h. 

 

Expression profiling of hemolysin-like protein gene using RT-qPCR 

The transcription levels of the putative HLP gene in C. tropicalis clinical isolates following 

growth in either presence or absence of RBCs were evaluated by the employment of 

quantitative real-time RT-PCR.  

At 48h, expression of both HLP and ACT genes were detected in the two culture conditions 

tested for all C. tropicalis isolates used. HLP gene expression levels (relative to the 
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expression in the RPMI culture) of C. tropicalis isolates are shown in Table 2. Two profiles of 

expression were observed concerning RBCs presence, 66.7 % of C. tropicalis isolates showed 

HLP up-regulation, with an induction factor ranged from 1.044 to 6.965-fold, whereas 33.3 % 

showed HLP down-regulation, with a repression factor of 1.338 to 4.429-fold.  

Expression levels were statistically significant (p≤0.001) for 75% of isolates that exhibited 

induction of expression of HLP gene. Besides, for isolates that exhibited down-regulation of 

HLP gene, the expression levels were significantly (p≤0.001) lower for all isolates. 

 

DISCUSSION 

The aims of the present study were to investigate the expression of a putative hemolysin-like 

protein (HLP) encoding gene by C. tropicalis clinical isolates and to assess a possible 

correlation between the levels of the HLP transcripts with the profile of hemolytic factor 

production following growth in either presence or absence of human RBCs.  

Our results showed that all C. tropicalis isolates released a hemolytic factor in both RPMI 

medium and RPMI supplemented with RBCs, being able to promote hemolysis of human red 

blood cells.   

Although previous studies reported that isolates of C. tropicalis are capable to promote in 

vitro hemolysis (Luo et al., 2001; Furlaneto-Maia et al., 2008; Galán-Ladero et al., 2010, 

França et al., 2010a,b; Negri 2010) few studies aimed to evaluate the effect of culture 

conditions in the promotion of hemolysis by C. tropicalis (Malcok et al., 2009; Favero et al., 

2011). We have recently showed that the production of hemolytic factor by C. tropicalis is 

time dependent and that it occurred in a glucose-dependent manner (Favero et al., 2011). 

Additionally, Malcok et al. (2009) found that the promotion of hemolysis by C. tropicalis was 

enhanced by glucose-enrichment medium. 
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In this study, no significant differences in the hemolytic factor production among isolates 

were observed in neither of the culture conditions tested, e.g., absence or presence of human 

RBCs. However, for the majority of the isolates, the yeast growth in the presence of RBCs 

resulted in higher hemolytic activity, indicating a new culture condition in which C. tropicalis 

promote an enhanced level of hemolysis. Mostly interesting is the fact that human red blood 

cells seems to modulate the production of the hemolytic factor and that is occurs in an isolate-

dependent manner. 

The data obtained here, together with previous reports that glucose mediates hemolysis in C. 

tropicalis (Malcok et al., 2009; Favero et al., 2011), suggest that hemolysis in this species is 

triggered under specific culture conditions, so far by glucose and red blood cells enrichment.  

Somehow surprisingly, our data reveals that the effect of red blood cells as promoter of 

hemolytic factor production seems to be isolate-dependent, since 75% of the isolates showed 

an increase in hemolytic activity and 25% a decrease. For C. albicans it has been showed that 

the response of isolates, on regard of proteolytic activity and the SAP2 (secreted aspartyl 

proteinases) gene expression, to antifungal presence were variable among isolates (Copping et 

al., 2005). These results make clear that both the production and regulation of virulence 

factors in Candida species are a complex phenomena, which emphasizes the need for studies 

that aim to clarify the mechanisms underlying the existence of differences between isolates in 

response to certain stimuli. 

In order to analyze the profile of the HLP expression by C. tropicalis we employed a 

quantitative real time PCR method. The expression of the C. tropicalis HLP gene was 

constitutively in all C. tropicalis isolates tested, and basal levels of transcripts found in both 

culture conditions evaluated. Recently, Nailis et al. (2010) showed that genes encoding 

virulence factors such as adhesins and extracellular hydrolases in C. albicans biofilms were 

constitutively expressed under a particular condition, even in different systems.  



83 
 
Concerning hemolysin-like protein encoding gene, Luo et al. (2004) using reverse 

transcriptase PCR (RT-PCR) assay also found the expression of the C. glabrata HLP gene in 

all isolates tested. According to these authors, these data indicate that HLP gene expression 

may be a common biological characteristic of this species. 

Likewise, our results appear to agree with this data since basal levels of transcripts were 

found in all isolates under both culture conditions, indicating that also in C. tropicalis the 

HLP gene may have an ubiquitous expression, representing an important feature in this 

species. This hypothesis is corroborated by considering the expected biochemical composition 

and cellular location of C. tropicalis hemolytic factor, as indicated by similarities in their 

sequence and analysis of the possible homology relationship with the C. albicans hemolytic 

factor. 

To examine whether the human RBCs modulates the HLP gene expression in C. tropicalis 

and to evaluate a possible correlation between the transcripts levels with the profile of 

hemolysis promoted by different clinical isolates, the fold expression (expression level) of 

HLP gene was compared between the two culture conditions. Thus expression levels for HLP 

gene was determined by quantifying gene expression in cells grown in RPMI plus RBCs 

relative to gene expression in cells grown in RPMI. The HLP gene transcripts 

levels were increased from cultures supplemented with human RBCs, for most isolates tested, 

reaching statistical significance at 75%.  

It is important to highlight that all isolates that exhibited enhanced transcripts levels, 

regardless of achieving statistical significance levels, also showed hemolysis levels 

significantly increased.  

The isolates that exhibited reduction in HLP gene expression also presented reduced 

hemolysis levels. Together, these data indicate a highly positive correlation between the two 
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parameters, phenotypic and genotypic expression of hemolytic activity, which tacitly implies 

a direct role of the HLP gene in the hemolytic activity of C. tropicalis isolates. 

In recent years, studies related to the culture conditions in which various virulence factors are 

expressed in Candida have received wide attention, however, studies regarding the 

mechanisms underlying the promotion of hemolysis still relatively scarce. As far we know 

this the first study conducted to analyze the differential expression of a gene encoding a 

hemolytic factor in C. tropicalis, or even in Candida species. Our data revealed the 

occurrence of isolate-dependent response similarly to found for hemolytic factor production. 

Similar data have been described for other virulence factors in Candida. For instance, Silva et 

al (2010) found a wide spectrum of expression profiles of genes encoding for aspartic acid 

proteases (SAPs) in C. tropicalis on the course of epithelial infection. According to these 

authors, the SAPs expression  patterns occurred in a isolate-dependent manner.  

Nailis et al. (2010) evaluated the expression of genes related to virulence factors in C. 

albicans, and found that many genes, including genes of the families SAP, 

PLB (phospholipases) and LIP (lipase), exhibited a model-dependent expression under 

conditions of biofilm formation. 

The comparative analysis of the effect of red blood cells, during cell growth, on the level of 

hemolysis and HLP gene expression by different isolates showed a 100% correlation, e.g., all 

isolates that exhibited enhanced levels of transcripts, in the presence of RBCs, also showed 

increased production of hemolytic factor revealed by the levels of hemolysis.  

Similarly, the isolates that exhibited a repressive response, e.g., exhibited diminished levels of 

transcripts, in the presence of RBCs, also showed reduced production of hemolytic factor 

revealed by the levels of hemolysis. These data reinforce the hypothesis of a correlation 

between the levels of HLP gene expression and levels of in vitro hemolysis. 
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The data obtained in this study suggest that the C. tropicalis hemolytic factor, like in C. 

albicans, correspond to a cell wall component. Considering that the cell wall is a dynamic 

structure, its composition and architecture respond to changes in external conditions and 

internal stimuli (Kapteyn et al., 1999), in our case, to the presence of human RBCs during 

yeast growth.  

Since, there is extensive evidence for the effects of growth conditions on transcriptional 

activation or repression of specific cell wall proteins in yeasts. For instance, the transcript 

level of the Saccharomyces cerevisiae putative cell wall proteins encoding genes (UTR2) 

were 5-fold more abundant in rich medium than in minimal medium, whereas SED1 was 

expressed at intermediate levels in rich medium, but became highly expressed in minimal 

medium. TIR1, a gene that encodes one of the major cell wall protein in S. cerevisiae, 

transcription is also stimulated by cold shock, under anaerobic conditions, and by glucose 

(Kapteyn et al., 1999).  

According to Kapteyn et al. (1999), the cell prefers specific proteins as constituent of its cell 

wall, not only during the distinct phase of the cell cycle but also dependent on growth 

conditions. The reason for this in most cases is unknown, even studies related to deletion of 

genes encoding GPI-CWPs often does not lead to informative phenotypes.   

To conclude, our study on the C. tropicalis hemolytic factor illustrated not only the 

phenotypic characteristics of hemolytic production, e.g., responses to the RBCs presence, but 

also, for the first time, tacit evidence for a role of HLP in hemolytic factor production by this 

species. Furthermore, relative gene expression, revealed that RBCs can induce differential 

expression of HLP gene in C. tropicalis in an isolate-dependent manner and probably is a 

constituent of yeast cell wall. 
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Table 1 –  Hemolysis promoted by Candida tropicalis clinical isolates following growth in 

either absence (RPMI medium) or presence of human red blood cells (RBCs) 
(RPMI+RBCs) 

   Hemolysis  

Isolates test condition/control test condition vs control 

136.06 1.25 Up ≠ 
138.06 2.5 Up ≠ 

144.06 1.38 .106 Up ≠ 
189.06 1.06 Up ≠ 
301.07 0.94 Down 

151.06 1.88 Up ≠ 
219.07 1.13 Up ≠ 

197.06 0.94 Down 
201.06 1.29 Down 

254.07 1.14 . 106 Up ≠ 
344.07 1.67 Up ≠ 
335.07 0.95 Down 

≠ Significantly different by Kruskal-Wallis Test. 
 

Table 2 –  Relative expression of the HLP gene by Candida tropicalis clinical isolates 
following growth in either absence (RPMI medium) or presence of human red 
blood cells (RBCs) (RPMI+RBCs)  

 Relative expression 

Isolates Expression factor Regulation 

136.06 1.244 Up * 
138.06 1.669 Up 

144.06 1.654 Up * 
189.06 1.044 Up * 
301.07 4.429 Down* 

151.06 6.965 Up * 
219.07 1.78 Up 

197.06 1.902 Down* 
201.06 3.82 Down* 

254.07 2.032 Up * 
344.07 6.905 Up * 
335.07 1.338 Down* 

* Significantly different by REST Software. 
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Figures legend 

Fig. 1 –  Hydrophobicity profile obtained by TMpred analyses. (A) TMpred obtained for C. 
tropicalis predicted protein. (B) TMpred obtained for C. albicans hypothetical 
protein. 
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CONCLUSÕES: 

 

- Espécies de Candida provenientes de cultura sanguínea exibem diferentes 

perfis de atividade hemolítica in vitro; 

 

- Para análise da atividade hemolítica de isolados de C. parapsilosis o 

emprego de ensaios utilizando sobrenadantes de cultivo é mais apropriado do que ensaios em 

meio solidificado; 

 

- Há uma elevada correlação entre a expressão do gene HLP e a atividade 

hemolítica em C. tropicalis; 

 

- O gene HLP em C. tropicalis apresenta um papel na determinação da 

atividade hemolítica desta espécie; 

 

- A presença de eritrócitos (RBCs) promove alterações na expressão do gene 

HLP  de uma maneira isolado-dependente;  

  

- O fator hemolítico em C. tropicalis corresponde a uma proteína de parede 

celular. 


