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RESUMO. 

O emprego de diferentes metodologias na extração de proteínas 

intracelulares de leveduras isoladas da cavidade oral de humanos, para 

aplicação em SDS-PAGE, foi avaliado. As proteínas foram obtidas por 

disrrupção com pérolas de vidro, pela ação do ácido tricloroacético, por 

sonicação, por um tampão de amostra e por criofratura celular através do uso 

de nitrogênio liquido, e posteriormente aplicadas em SDS-PAGE. Os perfis 

individuais foram analisados por densitometria de integralização de área e 

mostraram que a extração por criofratura e sonicação apresentaram os 

melhores resultados, seguidos pelos métodos de extração por tampão de 

amostra e pérolas de vidro. O ácido tricloroacético não se demonstrou 

satisfatório na obtenção de proteínas separáveis por SDS-PAGE. 

As proteínas intracelulares totais das espécies Candida a/bicans, 

Candida krusei, Candida parapsi/osis, Candida tropicalis e Candida 

guilliermondii, obtidas pelo método dé' criofratura celular, foram submetidas à 

SDS-PAGE, em sistema descontínuo, e analisadas por densitometria. Os 

valores relativos de migração (Ris) foram convertidos em dados binários e 

forneceram, após processamento computadorizado, as similaridades fenéticas 

entre as diferentes linhagens de uma mesma espécie e entre as diferentes 

espécies do gênero. Os resultados obtidos permitiram, ainda, agrupar as 

diferentes linhagens e espécies em função de suas similaridades fenéticas, 

gerando "clusters" compostos por linhagens de uma mesma espécie. Esse 

resultado sugere que a análise numérica de características baseadas em 
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eletroforegramas de proteínas intracelulares totais de leveduras orais, é um 

recurso importante na identificação e discriminação de isolados clínicos e nos 

estudos com ênfase em Taxonomia, Sistemática e biodiversidade. 
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INTRODUÇÃO. 

Com o advento da Síndrome da lmunodeficiência Adquirida 

(SIDA/AIDS), bem como do aumento do emprego de medicações 

imunossupressoras, tem-se observado uma elevação na relevância do papel 

das leveduras, sobretudo das do gênero Candida, como colonizadoras e 

potentes patógenos das superfícies moles do meio intrabucal (GREENSPAN, 

1994; LYNCH, 1994). 

Procedimentos cromatográficos permitem a separação de 

misturas de compostos, possibilitando a caracterização dos mesmos. Nesse 

sentido, a eletroforese, um método cromatográfico baseado na separação 

através do estabelecimento de um campo elétrico, que permite a separação 

dos diferentes componentes da mistura em função de suas diferentes massas 

moleculares, estruturas moleculares ou cargas elétricas. Diferentes variações 

da eletroforese têm permitido a caracterização de leveduras através da 

análise de substâncias de naturezas diversas, tais como cromossomos 

(ASAKURA et ai., 1991; MONOD et ai., 1990), fragmentos de DNA (SCHERER 

& STEVENS, 1987), isoenzimas (LEHMANN et ai., 1989b), glicoproteínas 

(CASANOVA & CHAFFIN, 1991) e proteínas totais desnaturadas (SHEN et ai., 

1988; BRUNEAU & GUINET, 1989; MAIDEN & TANNER, 1991). Referente à 

essa última técnica, sabe-se que a mesma tem sido empregada 

satisfatoriamente na caracterização de bactérias (TANNER et ai., 1986; 

COSTAS et ai., 1989a; HOLMES et ai., 1990; PALOMARI, 1992) e de 

leveduras (VANCANNEYT et ai., 1991; VANCANNEYT et ai, 1992; GOMES, 
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1995). Os perfis eletroforéticos resultantes da separação das proteínas, 

podem ser plotados numa matriz de dados binários, que com auxílio de 

sistemas computadorizados, fornecem resultados comparativos, na forma de 

matrizes ou fenogramas de similaridade (KERSTERS, 1985), os quais 

permitem avaliar os diferentes graus de similaridade fenética entre linhagens 

de uma mesma espécie. 

Com base nos dados da literatura e objetivando contribuir para os 

estudos de identificação e caracterização de células leveduriformes isoladas 

da cavidade oral, nos propusemos a : a) padronizar uma metodologia de 

extração de proteínas intracelulares de células totais de leveduras da cavidade 

oral; b) secundariamente, fazer a análise fenética de 12 (doze) isolados de 

leveduras orais do gênero Candida, a saber: C. albicans (4 isolados), C. krusei 

(2 isolados), C. parapsi/osis (2 isolados), C. tropica/is (2 isolados) e C. 

guílliermondii (2 isolados), através da técnica de eletroforese de proteínas 

desnaturadas em gel de poliacrilamida em sistema descontínuo (SDS-PAGE). 
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REVISÃO DE LITERATURA. 

Apesar da preponderância das disciplinas fisiológicas na 

pesquisa e na teoria, a SISTEMÁTICA continua sendo muito importante para a 

BIOLOGIA, estabelecendo uma imagem a mais completa possível da grande 

diversidade dos organismos, compreendendo ao mesmo tempo as relações 

formais entre eles e o reconhecimento das leis biológicas gerais (WEBERLING 

& SCHWANTES, 1986). Desse modo, deve-se procurar conhecer e obter 

todos os dados sobre a forma e o tipo de vida, sua distribuição, variabilidade e, 

todas as suas demais qualidades, para que se reconheça quais são os iguais 

e quais os não-iguais, organizando-os num sistema claro. 

A determinação entre os limites dos grupos de organismos 

(espécies ou grupos de nível superior ou inferior), é chamada de TAXONOMIA. 

As unidades sistemáticas são diferenciadas umas das outras e determinadas, 

conforme a sua categoria, de "taxon" ou "taxa" (taxons). É tarefa da 

taxonomia, estabelecer com maior exatidão possível, as diferenças e 

delimitações entre os grupos de organismos, o que se toma mais difícil à 

medida que aumenta o número de organismos pesquisados e, tendo-se em 

vista também, que quem classifica deve conhecer todo o conjunto e as suas 

características individuais. Os níveis hierárquicos do sistema são importantes 

para se compreenderem as diversas categorias. As diferenças ou 

semelhanças devem ser o mais constante possível num certo grupo de 

organismos, para que a sistemática tenha valor e exiba um grau de parentesco 
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natural mais próximo. Para que ocorra uma denominação única e 

internacional, os organismos recebem nomes científicos (latinos ou 

latinizados), cuja organização e aplicação é regulamentada pelo Código 

Internacional de Nomenclatura, destacando-se as regras do exemplar-tipo 

("type strain"), da prevalência do nome mais antigo, da combinação binária do 

gênero e da espécie, seguido do autor e da regra da prioridade, no caso de 

outros autores (SNEATH, 1984). 

Reed & Nagodawithana (1991 )(c!. ALMEIDA, 1991), salientam que 

o termo sistemática é utilizado em sentido amplo, como sinônimo de 

taxonomia. O termo taxonomia vem do grego "taxis" (arranjamento) e "nomes" 

(lei) e é um ramo da sistemática que inclui a classificação, identificação e a 

nomenclatura dos seres vivos. Foi Copeland (ct. WHITTAKER, 1989), entre 

1940 e 1950, quem propôs a classificação dos seres vivos em 4 Reinos: 

Micota ou Monera; Proctista; Plantae e, Animalia. Contudo, como o sistema de 

classificação também apresenta limitações, principalmente na forma de 

nutrição, nos limites entre os animais e plantas unicelulares e, no agrupamento 

de outros seres em um único Reino, como o Proctista, houve a necessidade de 

se aprimorar mais ainda o sistema de classificação, surgindo então o sistema 

de cinco Reinos. Dessa forma, os cinco Reinos propostos, são os seguintes: 

Reino Monera; Reino Protista; Reino Plantae; Reino Fungi; Reino Animalia. O 

Reino dos fungos tem relação com o dos animais e plantas superiores, 

existindo uma linha mais definida de separação entre os fungos inferiores e os 

protistas, através dos estudos de Simpson e outros autores, ao final da década 

de 50. Esse novo tratamento classificatório dos seres vivos, trouxe um grande 
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aumento no número de "taxa", representando melhor o que ocorria sob o ponto 

de vista das relações entre os organismos e suas maneiras de nutrição 

(fotossíntese, absorção e ingestão). Apesar disso, essa classificação em cinco 

reinos, também tem as suas limitações, como a dificuldade em se distinguir a 

linha separatória entre a organização dos unicelulares, dos multicelulares e, 

dos multinucleados. 

WHITIAKER (1989), apresenta os novos conceitos sobre os 

reinos dos organismos vivos, que podem ser classificados de maneira 

diferente que o dos dois reinos até aqui então existentes (animal e vegetal), 

levando-se em conta as novas relações evolucionárias. Salienta que existem 

ainda muitas limitações a esse sistema de classificação. Essas limitações, por 

exemplo, podem ser vistas na classificação dos protistas, dos moneranos e 

dos flagelados, em relação aos fungos superiores e, também, nos próprios 

fungos, que mais recentemente foram separados das plantas em virtude de 

suas diferentes origens, diferentes direções evolutivas, organizações e 

adaptações, principalmente frente à sua nutrição primária. 

Os fungos filamentosos, os cogumelos e as leveduras fazem 

parte dos Mycobionta, com aproximadamente 70.000 espécies (CARLILE & 

WATKINSON, 1994), apresentando núcleos (eucariontes) mas não plastídeos 

(heterotróficos). Produzem esporos e corpos de frutificação tendo como 

substâncias de reserva o glicogênio e lipídeos. A parede celular é rígida e 

constituída de quitina, celulose, ou ambas, sendo o corpo vegetativo formado 

de filamentos ramificados (raramente não ramificados), com crescimento apical 

e chamados de hifas. Quando se agrupam, as hifas formam os micélios. 
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Vivem em todos os climas da Terra e necessitam de compostos de carbono, ni­

trogênio, enxôfre, fósforo e íons metálicos, além de temperaturas entre -10'C e 

+60'C, umidade, e pH situado entre 3.5 e 6.5. As quantidades de luz, C02 e 

0 2 podem influenciar na formação de esporos, nos corpos de frutificação e da 

multiplicação vegetativa. São saprófitas, parasitas obrigatórios ou facultativos. 

Os fungos são originários de seres unicelulares, alguns dos quais 

flagelados e, mesmo que alguns autores achem que derivam das algas e das 

plantas, apresentam uma organização bem diferente destas, sobretudo nos 

fungos superiores que apresentam micélio e diferenças reprodutivas das 

plantas superiores, que são diplóides. É provável que os fungos apresentem 

correlações estruturais convergentes com as algas, como por exemplo o ciclo 

de vida e, também com as bactérias miceliais (actinomicetos), o que tem 

atrapalhado a correta classificação de alguns gêneros. 

Cooper (cf. LENNETTE et ai., 1987), ao discorrer sobre a 

classificação e nomenclatura dos fungos, salienta que esse últimos 

diferenciam-se das bactérias pelo fato de apresentarem paredes celulares 

formadas lentamente e compostas por polímeros de polissacarideos, como por 

exemplo a glucana, a manana, a celulose e a quitina. Não existem nos fungos 

os ácidos teicóico e murâmico, comuns na parede celular das bactérias. Além 

disso, os fungos se reproduzem sexuadamente e assexuadamente, formando 

conídios ou esporangiósporos. O estado de desenvolvimento induzido por 

recombinação sexual chama-se estado teleomórfico ou perfeito e, provê uma 

base de classificação para os fungos pertencentes aos Zygomicetos, 

Ascomycetos e Basidiomycetos. O reconhecimento do estado teleomórfico 
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tem importância taxonômica, porque o potencial morfológico completo de uma 

espécie fúngica só pode ser devidamente apreciado quando se conhecem 

seus estados sexual e assexual, isoladamente. Os gêneros cujas espécies não 

apresentam ciclo sexual definido são denominados Deuteromicetos, e a 

maioria dos fungos de importância médica enquadram-se nesse grupo. 

HALL (1969), ao avaliar os procedimentos utilizados na 

taxonomia molecular dos fungos, relata que na década compreendida entre 

1960 e 1970, houve um grande aumento no interesse do uso de análises 

bioquímicas na identificação e classificação desses microrganismos, além de 

animais e plantas. Qualquer classificação biológica, segundo o autor, deve 

atentar a um conveniente arranjo dos organismos, baseado nas relações 

genéticas (classificação natural). Contudo, algumas vezes a classificação se 

baseia nas relações entre caracteres, o que pode somente levar em 

consideração os aspéctos de maior conveniência (classificação artificial), 

mesmo que estas não possuam grande significado genético. Assim sendo, a 

classificação dos fungos se baseia principalmente nos achados morfológicos 

relacionados com a hifa vegetativa, a reprodução sexuada ou assexuada, a 

coloração ou o formato ou a septação dos esporos, sendo que alguns desses 

aspéctos são fundamentais, enquanto que outros não os são. O uso de 

caracteres morfológicos para classificar os fungos, com o objetivo de identificar 

os níveis de espécie, é tradicional, firmemente enraigado e vigorosamente 

defendido. Contudo, ele apresenta alguns casos de valor limitado, em virtude 

de uma necessidade diagnóstica maior. 
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JOLY (1954) refere-se à Pasteur como o introdutor dos estudos 

que forneceram os melhores conhecimentos sobre as leveduras e que Hansen, 

em 1896, foi quem começou a dar um cunho marcante à sistemática das 

leveduras, baseando-se em trabalhos realizados por mais de 30 anos. 

Büchner mais tarde, prestou uma valiosa colaboração, ao descrever a zimase 

alcoólica e, em 1909, Guilliermond começou a esboçar a linha filogenética das 

leveduras, fundamentando suas opiniões no estudo morfológico que realizou 

das mesmas. Cita ainda, que Stelling-Dekker dividiu-as em dois grupos 

(famílias), baseando-se na formação ou não de micélios e, mais tarde, 

Guilliermond acrescentou outra divisão, baseando-se nas suas linhas de 

descendência. Continua o autor, que estudos posteriores realizados por Winge 

& Laustsen e ainda por Guilliermond em 1940, acrescentaram novas relações 

entre os seres desses grupos, especialmente entre as leveduras e os basi­

diomicetos, relacionando-os finalmente com os fungos. Foi por volta de 1938, 

que Jelinek (cf. JOL Y, 1954) demonstrou serem as reações sorológicas um 

recurso fundamental para se classificarem as leveduras, justificando que os 

microrganismos apresentam grande variabilidade e inconstância de caracteres 

celulares, fatores de erros na sistemática morfológica. 

Dentre os métodos utilizados para o estudo das leveduras em 

relação ao seu isolamento, saliente-se que elas são facilmente cultivadas em 

meios de cultura que contenham agar e glicose e com pH entre 4.0 e 4.5, 

mesmo que o material esteja contaminado com bactérias. Todavia, o seu 

isolamento de meios muito ácidos não é recomendado, principalmente se o 

material for de origem animal, porque elas podem não se desenvolver muito 
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bem (ROCHELLE, 1996). No caso do isolamento de Candida, pode-se 

acrescentar ao meio de cultura alguns antibióticos, como a penicilina, a 

estreptomicina ou cloranfenicol, para se evitar o desenvolvimento bacteriano, 

ou ainda da cicloheximida, para restringir o desenvolvimento de bolores 

contaminantes. Os estudos sobre a fisiologia dessas leveduras, sobretudo a 

partir da década de 40, além de terem sido realizados em pequena escala, 

apresentam grande variabilidade, o que fez com que alguns pesquisadores 

discordassem da validade taxonômica de alguns testes utilizados. Muitos 

desses estudos foram feitos para se verificar a habilidade dessas leveduras 

em utilizar alguns carboidratos produzindo gás, ou de se usarem pentoses, 

compostos nitrogenados, vitaminas, produção de compostos como a 

riboftavina e ácido fólico, que apresentam interesse industrial, ou ainda de 

enzimas, gorduras, ésteres, esteróis, etc. A Candida albicans, a levedura 

patogênica de maior interesse médico, pode ser identificada rapidamente 

através de seu isolamento em agar-farinha de milho ou de batata, onde produz 

blastósporos com clamidósporos terminais típicos, ou ainda através da 

inoculação em animais ou técnicas sorológicas. Podem ser preservadas por 

diversos meses, recobrindo-as com óleo mineral à temperatura ambiente, uma 

vez que poucos autores recomendam a sua liofilização, especialmente da C. 

albicans, que pode apresentar alterações fisiológicas, incluindo-se aí sua 

menor viabilidade. 

No que conceme à citologia das leveduras, LENNETE et ai. 

(1987) ressaltam que a composição química de suas paredes celulares tem 

sido estudada, demonstrando muito bem que nas bactérias e em certos 
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fungos, as diferenças nessa composição, especialmente de aminoácidos e de 

carboidratos, traz importantes auxílios para sua taxonomia. A parede celular 

da maior parte das leveduras é constituída de manana, quitina e glucana, 

sendo que todas as espécies do gênero Candida, apresentam esses três 

componentes. Continuam os autores, ressaltando que os trabalhos sobre a 

formação de pseudomicélios, mostraram- ao que parece- que estes resultam 

de uma aparente quebra na sua manutenção sulfidrilica interna, enquanto que 

a formação dos clamidósporos, dos filamentos e da película no meio de 

cultura, dependem de alterações metabólicas internas das leveduras. 

Quanto à antibiose, SKINNER & FLETCHER (1960), relatam que 

o uso de muitos antibióticos que eliminam as bactérias do intestino, boca e 

vagina, não eliminam as leveduras, contribuindo portanto para o seu 

desenvolvimento posterior pela ausência de competição. Foi descrita uma 

grande variedade de colônias rugosas de Candida albicans na flora de 

pacientes tratados com antibacterianos, que mostraram-se também 

susceptíveis a outras drogas, ditas antifúngicas ou antimicóticas. A habilidade 

que algumas estirpes apresentam de se desenvolver em meios contendo 

esses agentes inibidores é conhecida como "resistência à antifúngicos", e 

pode ser empregada como meio discriminador de linhagens, como 

preconizado por CANDIDO et ai. (1996), sob a denominação 

"antifungotipagem". 

Num estudo revisivo, ESTEVES et ai. (1977) citam que Lodder e 

Kreger van Rij (1952) e Kreger van Rij (1969) classificaram o gênero Candida 

Berkout (1923), como pertencendo à família Cryptococcaceae, subfamilia 
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Cryptococoideae. A sinonímia do gênero é muito extensa sendo que o número 

de espécies incluídas no gênero tem variado muito, de acordo com os critérios 

de classificação. Prosseguem os autores, citando que Langeron & Guerra em 

1938, referiram-se à 18 espécies, bem definidas pelas propriedades 

bioquímicas, e distribuídas em 5 grupos e que em 1952, Vanbreuseghem 

assinalou a tendência para considerar esses grupos como espécies e, as 18 

espécies, como variedades. No entanto, na mesma data, Lodder e Kreger van 

Rij (c!. ESTEVES et ai., 1977) registraram 30 espécies e 6 variedades, 

enquanto que Van Uden e Buckley (1970)(ct. ESTEVES et ai., 1977), 

descreveram 81 espécies. Esses autores caracterizaram ainda o gênero 

dessas leveduras, pela presença de células arredondadas, ovais, cilíndricas 

ou alongadas, por vezes de forma irregular e, que se reproduziam por 

gemulação multipolar, apresentando ainda pseudomicélio diferenciado em 

pseudohifas e blastósporos. Algumas vezes, exibem ainda micélio verdadeiro, 

com possibilidade de formação de clamidósporos e de produção de 

polissacarídeos extracelulares com reação positiva para o iodo e fenmentação 

alcoólica em muitas espécies. Essas leveduras não fonmam artrósporos nem 

ascósporos, teliósporos ou balistósporos e não produzem pigmentos 

carotenóides. 

Hurley (cf. SKINNER et ai., 1980), salienta que a posição 

taxonômica do fungo esteve em grande confusão, até 1923, quando Berkout 

sugeriu o nome genérico de Candida, que passou a distinguir as monilias 

médicas, daquelas leveduras das trutas e de outros vegetais, classificados até 

então no gênero Moni/ia. Todavia, além da confusão taxonômica, também 
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houve uma confusão com as doenças provocadas por esses fungos, sendo 

que o termo monilíase, paulatinamente foi sendo substituído por candídose. 

Além disso, existiam muitas relações taxonômicas entre as leveduras desse 

gênero e as do extinto gênero Torulopsis. ALMEIDA (1991), salienta que o 

gênero Candida apresentava até aquela data 196 espécies, sendo a espécie 

C. albicans uma das mais estudadas em virtude de sua patogenicidade, que 

tanto é maior quanto maior a sua capacidade em produzir fosfolipase, 

hialuronidase, proteinase e condroitin-sulfatase. 

Em 1960, SKINNER & FLETCHER, realizaram uma revisão geral 

sobre as leveduras do gênero Candida, segundo os aspectos de sua 

nomenclatura, taxonomia, ecologia, métodos de estudo (isolamento, 

identificação e preservação das culturas) e a fisiologia (produtos metabólicos e 

nutrição, citologia e antíbiose). Salientaram que o nome Candida, foi 

proposto por Reger, em 1953, para ser conservado (nomem conservandum), 

muito embora o nome de Syringospora tivesse a prioridade e fosse utilizado 

por alguns pesquisadores anteriormente. A partir desse momento, o nome foi 

mundialmente oficializado e aceito pelos pesquisadores. De acordo com 

LACAZ et ai. (1980), foi no IX Congresso Internacional de Botânica, em 1959, 

que a denominação Candida foi aceita como nomem conservandum. O termo 

Monilia, que ainda hoje é utilizado por alguns autores, até mesmo como 

sinônimo dessas leveduras, é reservado para se referir ao estágio imperfeito 

de certos fungos ascomicetos, mas, por volta da década de 50 haviam 

dificuldades para se separarem as leveduras do gênero Candida, dos outros 

gêneros, Cryptococcus e Torulopsis, em virtude da formação do 
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pseudomicélio no primeiro gênero e, da perda da sua capacidade de produção 

sob certas condições, nos dois últimos gêneros. Antes da década de 60, 

haviam muitas controvérsias sobre a classificação correta das leveduras, 

fazendo com que os pesquisadores holandeses, procurassem simplificar a sua 

identificação, através de testes de fermentação da lactose e testes 

sorológicos. 

Em 1954, JOL Y baseou seu trabalho de tese, nos preceitos de 

Kreger van Rij e Lodder, que em seu livro sobre as leveduras, de 1952, 

fundamentavam a identificação sistemática das leveduras em função de seus 

caracteres fisiológicos, morfológicos e culturais. Como aspéctos fisiológicos 

importantes, destacam a formação de película em meio líquido (é um caráter 

de aerobiose), o zimograma dos hidratos de carbono, o auxanograma dos 

açúcares, o auxanograma do nitrogênio, a produção de compostos amiláceos, 

a produção de ésteres, a produção de pigmentos carotenóides, a produção de 

ácidos, o desdobramento de gorduras (característico da Candida lipo/ytica), a 

coagulação e peptonização do leite (característico da Candida tropicalis e da 

Candida pseudotropica/is). 

De acõrdo com Van der Walt (in SKINNER et ai., 1980), os 

critérios para a delimitação das espécies (especiação) das leveduras, mudou 

muito com o passar dos anos, desde os tempos de Guilliermond em 1912, 

quando os taxonomistas começaram a demarcar as taxa. Segundo o autor, 

essa delimitação baseou-se nos seguintes critérios: 1) discontinuidade 

fenotípica (baseia-se nas diferenças morfológicas, propriedades fenotípicas e 

propriedades fermentativas e assimilatórias), 2) infertilidade (baseia-se na 
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capacidade de uma levedura poder hibridizar-se ou, então, o seu híbrido pos­

suir fertilidade reduzida), 3) análise dos ácidos nucléicos (baseia-se na análise 

dos ácidos nucléicos das bases do DNA ou na homologia do DNA-RNA), 4) 

taxonomia prática (baseia-se em estabelecer critérios práticos para poder 

diferenciar uma espécie da outra). Essas técnicas podem contribuir em mais 

de 80% dos casos, para a correta classificação taxonômica das leveduras. 

CORREA (1984) retoma o fato das leveduras do gênero Candida 

Berkout (1923), 

Deuteromycotina, 

pertencerem à divisão 

classe Blastomycetes 

Deuteromycota, sub-divisão 

e família Cryptococcaceae 

(Ainsworth, 1973; Von Arx, 1974), e continua relatando que segundo os 

estudos de Scherwitz et ai. (1978), verificou-se que os componentes 

intracelulares dessas leveduras são idênticos aos encontrados em outras. 

Suas estruturas são uninucleares com um único nucléolo, apresentando 

envelope nuclear constituído por um par de membranas. Os vacúolos 

existentes são delimitados por uma única membrana. O retículo 

endoplasmático liso, mitocôndrias e ribossomos, são organelas constantes no 

citoplasma. 

Os trabalhos de BARTNICKI-GARCIA (1968), sobre a química da 

parede celular e o seu papel na morfogênese e taxonomia dos fungos, 

trouxeram novas luzes para a sua identificação. Salienta o autor, que a parede 

celular se constitui numa versátil residência para a levedura pois ela se 

expande continuamente através de seu crescimento, sendo extensivamente 

remodelada durante o desenvolvimento. Através da manipulação da 

construção de sua parede celular, os fungos podem adquirir uma grande 
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variabilidade nas suas características morfológicas, conseguindo dessa forma 

realizar várias funções, como por exemplo o crescimento vegetativo, a 

colonização do substrato, a reprodução, a dispersão, a sobrevivência, a 

penetração no hospedeiro, etc. Desse modo, o desenvolvimento morfológico 

dos fungos, depende da morfogênese da parede celular e está fortemente 

relacionado com a taxonomia. A parede celular é composta de 80 a 90% de 

polissacarídeos e o restante, de proteínas e lipídeos, existindo alguns 

exemplos onde a percentagem desses pai issacáridios atinge 40% ou menos, 

embora sejam raros. Também podem estar presentes pigmentos como a 

melanina, polifosfato, íons inorgânicos, ácidos nucléicos, etc. Fisicamente 

essa parede apresenta um emaranhado de microfibrilas, cimentadas ou 

ligadas a uma matriz amorfa. Quitina e celulose fazem parte desse esqueleto 

na maior parte dos fungos, existindo ainda aqueles que usam glucanas não 

celulósicas. Esses cimentos são compostos basicamente de glucanas, 

mananas, galactanas, heteropolissacarídeos, e outras substâncias. As 

técnicas de difração de raios-X e de espectroscopia de infra-vermelho, são as 

mais indicadas para se identificar os polímeros (quitina e celulose) da parede 

celular dos fungos. A composição desses polímeros é muito importante para a 

taxonomia porque alguns pesquisadores, já conseguiram dividir por exemplo, 

os Phycomicetos aquáticos, em duas taxa. O advento de métodos mecánicos 

que conseguem obter extratos mais puros da parede celular das leveduras, e 

de outras técnicas como a cromatografia em papel, trouxe um grande avanço 

no refinamento analítico das técnicas de taxonomia, provocando 

consequentemente uma nova classificação. 



18 

Estudos mais recentes, conduzidos por PONTON & JONES 

(1986), envolveram o emprego da técnica de eletroforese em gel de 

poliacrilamida (SDS-PAGE) e "Western blot" para pesquisar a presença de 

glicoproteínas de parede características das fases leveduriforme e micelial de 

C. albicans sorotipo A (HASENCLEVER & MITCHELL, 1961). Uma 

glicoproteína de alta massa molecular (235.000 Da) e outra de 19.000 Da 

foram observadas no extrato de células colhidas na fase micelial mas não 

foram identificadas em extratos de células leveduriformes, demonstrando 

assim existirem diferenças químico-estruturais entre as células nos dois 

momentos do dimorfismo. CASANOVA & CHAFFIN (1991), trabalhando com 

a técnica de "Western blot" para glicoproteinas extraídas de paredes de 

células íntegras e rompidas, também concluíram que a composição da parede 

celular dessas leveduras é determinante na interação fungo-epitélio. 

No que diz respeito aos estudos sorológicos para a caraterização 

de leveduras do gênero Candida, em 1955, TSUCHIYA et ai. realizaram a 

análise antigênica por aglutinação em lâmina, de sete espécies do gênero 

Candida. Foi avaliada a termoestabilidade e termolabilidade desses antígenos. 

Os autores observaram a ocorrência de nove classes de antígenos 

termoestáveis e de três classes de antígenos termolábeis, entre as sete 

espécies estudadas. Candida albicans e Candida tropicalis foram diferenciadas 

pelos antígenos termoestáveis, porém não foram diferenciadas 

antigenicamente. 

Segundo KEMP & SOLOTOROVSKY (1963), foi Benham, em 

1935, quem primeiro sugeriu a existência de um grupo de antígenos e que 
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mostrou a dificuldade em se diagnosticar por aglutinação, devida a reatividade 

cruzada entre as diferentes espécies. Ela demonstrou a inespecificidade, 

devido às reações cruzadas, para Candida, Torutopsis, Saccharomyces e 

Hansenuta. Citaram também, que Hasenclever e Mitchell (1961a) 

demonstraram a existência de dais grupos antigênicos em Candida afbicans. 

Um tendo estrutura antigênica idêntica à Candida tropicatis, denominado 

sorotipo A, e outro idêntico à Candida stettatoidea, o sorotipo B. Esses fato 

sugeriu haver uma relação antigênica entre Candida tropicafis e Candida 

stettatoidea. Em outro trabalho publicado em 1961, HASENCLEVER & 

MITCHELL, utilizando-se de ratos e de coelhos, como modelos experimentais, 

observaram a igual letalidade para os soratipos A e B de Candida atbicans e 

uma provável menor virulência para as espécies Candida tropica/is e Candida 

steffatoidea. 

GORDON et ai. (1967) citam que Benham em 1935, também 

descobriu que células de Torutopsis gtabrata possuiam antígenos em comum 

com Candida atbicans, e baseando-se nas estudos anteriores de Hasenclever 

& Mitchell (1960) e nos de Tsuchiya, Fukazawa & Kawakita (1961), os quais 

avaliaram as relações antigênicas entre T orufopsis gfabrata e várias espécies 

de Candida e sugeriram um protocolo para a diferenciação, por 

imunafluorescéncia, entre Candida afbicans (sorotipo A e B), Candida tropicafis 

e Candida stettataidea. GORDON et ai. (1967) enfatizam que os estudos com 

aglutinação, realizados por Hasenclever (1965), indicam que Candida atbicans 

sorotipa A e Candida tropicalis apresentam grande similaridade antigênica, 

mas que pelos estudos de Tsuchiya, Fukazawa, Miyazaki & Kawakita (1955) e 
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pelos de Kemp & Solotorovsky (1964), é possível fazer-se a distinção 

sorológica entre ambas as espécies. Citam que, Kaplan & Kaufman (1961) e 

Gordon (1962) estabeleceram que é possível diferenciar Candida tropicalis de 

Candida albicans e de Candida stellatoidea, através do uso de anticorpos 

fluorescentes, provavelmente pelo fato da parede celular de Candida albicans 

ter pelo menos um polissacarídeo antigênico a mais que a Candida tropicalis, 

fato esse posteriormente relatado por Müller & Bürger's, em 1965. 

Estudos conduzidos por vários pesquisadores e compilados por 

TASCHDJAN et ai. (1972), mostram a possibilidade de detecção de antígenos 

citoplasmáticos via testes de imunoprecipitação, aglutinação e 

imunofluorescência indireta. Em contrapartida, a detecção positiva de 

precipitinas contra mananas de parede celular, pode nao ser de grande 

importância, pois também encontra-se elevada no soro de indivíduos normais. 

ESTEVES et ai. (1977) relembram os trabalhos de Tsuchiya et ai. 

(1961); Akiba et ai. (1961); Miyake et ai. (1961); Mikamo et ai. (1961); 

Fukasawa et ai. (1968), que procuraram determinar a estrutura antigênica das 

diferentes espécies; os de Hasenclever (1961) e (1963), que visaram rela­

cionar a constituição antigênica e a patogenicidade e, os de Biguet et ai. 

(1961) e (1965) e os de Van Ky et ai. (1963) e (1969), que se orientaram na 

investigação da atividade enzimática dos complexos antígeno-anticorpo 

dessas leveduras. 

Estudos recentes conduzidos por PONTON et ai. (1993), 

demonstraram que antígenos das duas fases moliológicas da Candida 

albicans, o blastosporo e o tubo germinativo, são sempre observáveis nos 
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tecidos infectados, sendo usados numa grande variedade de testes 

sorológicos para atender necessidades diagnósticas. Contudo a maioria dos 

testes usados na sorologia da Candida carece de especificidade. Antígenos 

expressos, especificamente, na superfície da parede do tubo germinativo 

podem ser empregados na pesquisa taxonômica das espécies, se empregados 

anticorpos monoclonais purificados. 

Com o passar dos anos, várias técnicas foram desenvolvidas com 

o objetivo se ampliar o conhecimento sobre a taxonomia dos fungos e 

leveduras. Dentre elas, destacam-se os trabalhos de SPENCER & GORIN 

(1969), que realizaram um estudo sobre a sistemática das leveduras do gênero 

Candida Berkout, através dos espectros de ressonância magnética protônica 

de suas mananas e do conteúdo de monoses de seus polissacarídeos. Esses 

espectros foram depois comparados com os espectros obtidos de outros 

fungos, tentando-se descobrir eventuais similaridades. Concluíram finalmente, 

que a técnica de ressonância magnética protônica, apesar de ser menos 

fidedigna do que as outras técnicas bioquímicas que podem ser empregadas, 

podem trazer algumas informações adicionais mais detalhadas sobre a 

estrutura dos polissacarídeos em solução nos extratos brutos desses 

microrganismos. 

ODDS & TRUJILLO-GONZALES (1974), estudaram os níveis de 

fosfatase ácida presentes nas leveduras do gênero Candida, e suas 

implicações com a taxonomia e identificação desses microrganismos, 

especialmente das espécies mais patogênicas para os seres humanos. 

Através de ensaios quantitativos para a enzima extraída de células intactas de 
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7 espécies do gênero e de outras leveduras e fungos de gêneros diferentes, 

encontraram muitas diferenças e poucas similaridades entre as atividades 

dessa enzima. Os níveis dessa enzima, foram estudados em células intactas 

dessas leveduras em pH 2.0, mostrando diferenças estatísticas suficientes 

para separá-las de alguma forma. Desse modo, os autores puderam identificar 

as espécies C. guilliermondii e C. pseudotropicalis, complementando os 

estudos e métodos de identificação morfológica e fisiológica para as leveduras 

das espécies C. krusei e C. /ambica. A fosfatase ácida da C. a/bicans, é 

uma manoproteína localizada provavelmente na superfície da célula 

leveduriforme, semelhante ao que ocorre com a Sacharomyces cerevisae . 

Os resultados ainda indicaram que nessa levedura, o máximo de atividade 

enzimática ocorreu em sua fase estacionária de crescimento. Em termos de 

níveis mais altos de atividade enzimática, encontraram, de maneira 

decrescente, as seguintes leveduras: Candida krusei, Candida guilliermondii, 

Candida albicans, Torulopsis glabrata, Candida stellatoidea, Candida 

parapsilosis, Candida tropicalis, Cryptococcus neoformans e finalmente a 

Candida pseudotropicalis. 

Vários pesquisadores (SHECHTER, 1973; HALL, 1973; 

VANCANNEYT, 1991) têm utilizado a análise das proteínas, na taxonomia dos 

fungos, tendo em vista que cada enzima é codificada por uma sequência de 

aminoácidos controlados por um gene. Ao se comparar a estrutura de uma 

enzima, está-se comparando indiretamente, a própria estrutura do material 

genético que esta sendo expresso, avaliando-se dessa forma as relações 

fenético-taxonômicas dos grupos. As proteínas podem ser analisadas por 
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diversos métodos, incluindo-se dentre eles a determinação de sua estrutura 

primária (composição de aminoácidos, a sequência dos aminoácidos e os 

padrões digitais dos peptideos), pela eletroforese, pela cromatografia e por 

outras técnicas baseadas em suas propriedades físicas, imunológicas ou 

catalíticas. Dentre as técnicas que se utilizam de suas propriedades físicas, a 

que vem sendo mais utilizada é a eletroforese em suporte de gel. O tipo, 

número e a sequência dos aminoácidos, determina o tamanho da proteína, seu 

formato e suas cargas elétricas totais, o que em resumo, determina sua 

mobilidade eletroforética. Extratos brutos são fracionados eletroforeticamente 

no gel, que é depois corado para detectar os sítios de localização das 

proteínas ou das enzimas particulares. Os padrões são comparados 

visualmente. Pequenas diferenças nas sequências dos aminoácidos, podem 

provocar grandes diferenças na mobilidade das proteínas. Por outro lado, 

proteínas com mobilidade similar, podem ter tamanhos diferentes, inclusive 

diferenças de cargas elétricas ou na composição dos aminoácidos. Assim 

sendo, padrões eletroforéticos similares, podem ser produzidos por proteínas 

diferentes, causando dessa forma um grande impacto na taxonomia dos 

fungos. 

A utilização da eletroforese de algumas proteínas com qualidades 

catalíticas específicas, denominadas isoenzimas (ou isozimas) é um método 

eficiente para o estudo da estrutura genética de populações de eucariontes 

(LEWONTIN, 1974; NEI, 1975; AYALA, 1976; NEVO et ai., 1980; RATTAZZI et 

ai., 1983, SELANDER & WHITTAM, 1983) e tem sido empregada na taxonomia 

e pesquisa epidemiológica de leveduras (YAMAZAKY & KOMAGATA, 1981; 
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LEHMANN et ai., 1989; CAUGANT & SANDVEN, 1993). lsoenzimas são, 

segundo DIXON & WEBB (1979), múltiplas formas de uma enzima ocorrendo 

numa única espécie. Isso decorre da presença de vários locus gênicos, 

codificando diferentes versões de uma enzima, ou da existência de múltiplos 

alelos num único locus gênico (HARRIS, 1975), e nesse último caso, cada 

enzima recebe a denominação de aloenzima ou alozima (PRAKASH et ai., 

1969). 

As isoenzimas podem ser detectadas através de eletroforese em 

gel (zimograma), em geral, de amido, com posterior tratamento com substrato 

e reativo de cor. O aparecimento de bandas contrastantes com o "background' 

do gel, indica a presença das múltiplas formas da enzima, o que facilita a 

análise genética dos espécimes em estudo. Inúmeras metodologias foram 

desenvolvidas para a detecção de bandas de isoenzimas, com variações do 

suporte, tampões de gel e de cuba, soluções reveladoras, etc. (SHAW & 

PRASAD, 1969; BAPTIST et ai., 1969; HARRIS & HOPKINSON, 1976; 

O'MALLEY et ai., 1980; VALLEJOS, 1983; MARTY et ai., 1984; SELANDER et 

ai., 1986; ALFENAS et ai., 1991; BALLVE et ai., 1995). LEHMANN et 

al.(1989a) trabalhando com Candida albicans, Candida stellatoidea, Candida 

tropica/is e Candida paratropicalis, isoladas a partir de diversos focos 

infecciosos, pesquisaram o polimorfismo para fosfatase alcalina (ALP), malaio 

desidrogenase (MDH), superóxido dismutase (SOD) e esterases (EST), e 

obtiveram resultados peculiares para cada espécie estudada. 

Em outro estudo, que buscou a caracterização de Candida 

albicans, CAUGANT & SANDVEN (1993) trabalhando com 98 isolados obtidos 
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a partir de pacientes de hospitais noruegueses, pesquisaram o polimorfismo 

isoenzimático para malato desidrogenase (MDH), glicose-6-fosfato 

desidrogenase (G6P), fenilalanileucina peptidase (PEP), superóxido dismutase 

(SOD, também, chamada de indofenol oxidase- IPO), isocitrato desidrogenase 

(IDH), leucina aminopeptidase (LAP), aconitase (ACO), fosfoglucomutase 

(PGM), 6-fosfogluconato desidrogenase (6PG) e transaminase oxalacético 

glutâmica (GOT) e puderam observar as variações polimórficas para essas 

enzimas dentro daquela populaçao intraespecífica de leveduras. 

SHECHTER et ai. (1966) desenvolveram um estudo comparativo 

sobre eletroforese de proteínas de fungos dermatófitos de diferentes espécies 

(Microsporum gypseum, M canis, Trichophyton mentagrophytes, T. tonsurans, 

T. rubrum e Epidermophyton floccosum), onde avaliaram os perfis 

eletroforéticos das proteínas extraídas das células miceliais e de proteínas 

obtidas no filtrado dessas culturas, demonstrando que a técnica permitia a 

diferenciação dos isolados em gêneros, e a diferenciação das espécies de um 

mesmo gênero. Propuseram, os autores, que a eletroforese de proteínas daria 

bons resultados na avaliação taxonômica de isolados desses gêneros 

estudados. Poucos anos mais tarde, HALL et ai. (1969) desenvolveram 

estudos taxonômicos empregando a técnica de eletroforese em gel de 

poliacrilamida, para a identificação de proteínas de fungos do gênero 

Phytophthora, conseguindo encontrar variações entre as bandas obtidas de 

espécies diferentes. Vários outros autores descobriram que os padrões de 

proteínas, variam menos nas espécies que entre as espécies, de tal forma que 
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passam a produzir ao menos uma banda protéica característica e reconhecida 

para cada espécie em particular. 

Alguns autores têm alertado para a necessidade do 

desenvolvimento e padronização de todas as etapas das eletroforeses de 

proteínas totais em géis de poliacrilamida, visando o incremento da resolução, 

sensibilidade, reprodutibilidade, e redução de custos dessa técnica (AMES, 

1974; BRUNEAU & GUINET, 1989; GOMES, 1995; ROCHELLE, 1996; ROSA 

et ai, 1997; HOFLING et ai, 1997). Além disso, GLYNN & REID (1969) e 

SHECHTER (1973) já haviam demonstrado, que diferentes composições 

nutricionais dos meios de cultivo, variações na temperatura de incubação e a 

idade das culturas, podem influir diretamente na síntese de proteínas, o que 

gera uma inconstância nos perfis eletroforéticos. Recentemente, ROCHELLE 

(1996) demonstrou que a variação na composição dos nutrientes de alguns 

meios de cultura, influenciam na obtenção de proteínas intracelulares de 

células leveduriformes, com consequência direta na obtenção dos perfis 

eletroforéticos em SDS-PAGE e na análise numérica de linhagens de Candida 

sp. ROSA et ai. (1997) e HOFLING et ai. (1997) mostraram que diferentes 

métodos de extração produzem perfis eletroforéticos sujeitos a perda de 

bandas proteicas com consequente variabilidade artificial. 

Concomitantemente, GOMES (1995) aponta para o fato de colorações a base 

de prata serem mais sensíveis que outras colorações, aumentando a 

quantidade de bandas e a possibilidade de observação de polimorfismo entre 

as amostras submetidas à eletroforese de proteínas totais. Em adição, 

VANCANNEYT et ai. (1991) relataram que para a obtenção de um padrão de 
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bandeamento bem definido e reprodutível, faz-se necessária a extração das 

proteínas quando as células encontram-se em fase de crescimento logarítmico, 

pois células em fase estacionária de crescimento, fornecem perfis protéicos 

mais difusos, com degradação de proteínas de maiores massas moleculares e 

um acúmulo de proteínas degradadas e peptídios na região de menores 

massas moleculares, do eletroforegrama. 

Variações da técnica original de eletroforese de proteínas totais 

permitiram o estudo das variabilidades intra e inter específicas de isolados de 

leveduras do gênero Candida. LEE et ai. (1986), propuseram um sistema de 

caracterização de isolados de C. a/bicans baseado na separação eletroforética 

das proteínas totais, seguida da transferência para uma membrana de 

nitrocelulose onde as proteínas foram reveladas através da combinação com 

conjugados de anticorpos policlonais-fosfatase alcalina, que fornecem 

complexos corados (técnica denominada "Western blot"). Os autores 

observaram a ocorrência de 16 sorotipos distintos dentre 190 isolados. Esses 

mesmos isolados foram submetidos à técnica de aglutinação desenvolvida por 

HASENCLEVER & MITCHELL (1961) e produziram apenas 2 grupos de 

sorotipos, demonstrando de tal forma, a maior capacidade do procedimento 

eletroforético, na diferenciação de isolados de uma mesma espécie. Um 

segundo experimento foi conduzido, com a separação das proteínas dos 

isolados por SDS-PAGE e posterior coloração com Coomasie-blue. Os 

resultados foram idênticos aos do primeiro experimento, com a obtenção de 16 

tipos eletroforéticos. 
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Outra variação da técnica foi desenvolvida por SHEN et ai. 

(1988), que introduziram a técnica de análise dos perfis de proteínas 

radiomarcadas com [ 35 S] metionina, na identificação diferencial de sete 

espécies de Candida (C. a/bicans, C. tropica/is, C. parapsilosis, C. krusei, C. 

guilliermondi, C. kefyr, C. lipolytica e C. lusitaniae), duas espécies de 

Toru/opsis (T. g/abrata e T. candida), uma espécie de Trichosporon (T.beigelil) 

e uma espécie de Saccharomyces (S. cerevisiae), obtendo resultados 

promissores. A técnica foi desenvolvida a partir do crescimento das culturas 

em meios metionina-free, aos quais foi acrescentado metionina marcada com 

radioisótopo 35 de enxofre. As células incorporam esse aminoácido 

radiomarcado em suas cadeias polipeptidicas. Faz-se a extração de proteínas 

intracelulares, que são, à seguir, separadas por eletroforese em gel de 

poliacrilamida. Terminada a separação, os géis são desidratados e 

autoradiografados com filmes para raios-X por 12 horas, à -70°C. Os padrões 

obtidos, segundo os autores, possibilitou a caracterização dos gêneros e das 

espécies das leveduras. 

Visando uma aplicação da eletroforese no entendimento da 

biodiversidade do meio intrabucal, MAIDEN & TANNER (1991), trabalhando 

com amostras de leveduras isoladas da cavidade oral, utilizaram-se da 

eletroforese em gel de poliacrilamida, seguida da coloração pela prata, para 

suas identificações. Obtiveram padrões de bandas protéicas cujas massas 

moleculares variaram entre 29 e 116 kDa (kilodaltons), suficientes para a 

análise diferencial entre as leveduras. Esses autores ressaltaram a alta 
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especificidade da técnica, somada à rápida obtenção de um grande número de 

dados com significância classificatória. 

Em uma publicação de 1991, VANCANNEYT et ai. propuseram a 

utilização da eletroforese de proteínas totais de diversos gêneros e espécies 

de leveduras de importância médica e industrial, com a finalidade de promover 

a diferenciação e caracterização das mesmas. Os autores ressaltam a 

importância e necessidade da inclusão de linhagens-tipo ("type-strains") em 

experimentos dessa natureza, com a finalidade de caracterizar os grupos 

correspondentes e correlacionados, no momento da construção de fenogramas 

de similaridade, bem como estabeleceram critérios de reprodutibilidade para a 

avaliação conduzida em diferentes géis. Concluíram que a eletroforese de 

proteínas totais em sistema desnaturante (SDS-PAGE) e descontínuo 

(LAEMMLI, 1970) pode ser uma ferramenta útil e conveniente na taxonomia de 

leveduras e pode ser empregada como procedimento de rotina na identificação 

de isolados, uma vez que uma base de dados de eletroforegramas-referência 

seja construída. 

Em 1992, esse mesmo grupo de pesquisadores (VANCANNEYT 

et ai., 1992) publicou outro trabalho justificando a aplicação da eletroforese de 

proteínas intracelulares totais, na identificação e classificação de leveduras. 

Os autores, após eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE). 

submeteram os géis, com seus respectivos "slots", à densitometria de 

varredura, com posterior obtenção de matrizes de correlação e confecção de 

fenogramas protéicos. Seus resultados confirmaram o êxito da metodologia, 

para a caracterização de leveduras dos gêneros Cystofi/obasidium, 



30 

Filobasidium, Filobasidiella, Kondoa, Leucosporidium e Rhodosporidium, com 

seus característicos '"fingerpnnts". 

MACDONELL & COLWELL (1985), discorrendo sobre o emprego 

da Taxonomia Numérica na Sistemática Microbiana, citam que foi na virada do 

século, que os métodos quantitativos começaram a ser aplicados à 

Taxonomia. Porém o uso das análises numéricas só se tornou popular com o 

surgimento do computador. Os autores citam as publicações de Sneath (1957) 

e Michener e Sokal (1957) como sendo as pioneiras no emprego desse novo 

recurso. Segundo uma estimativa dos autores, até 1985 já haviam sido 

publicados cerca de 3000 trabalhos sobre Taxonomia Numérica de 

microrganismos. 

A Taxonomia Numérica baseada em similaridades fenéticas teve 

suas regras fundamentais publicadas por SNEATH & SOKAL, em 1973: a) 

Deve-se comparar a maior quantidade possível de caracteres, em testes com 

grande número de amostras; b) Toda característica deve ser considerada 

como tendo igual importância (critério Andansoniano); c) A similaridade global 

é considerada como sendo função da soma das similaridades individuais. 

O emprego da eletroforese associada ao processamento das 

informações via computador, contribuiu reduzindo o tempo da análise e a 

possibilidade de erros nos cálculos, além de permitir a análise de um grande 

número de amostras simultaneamente. Dentre os diversos tipos de análise 

numérica, a análise de "clusters" (grupos) formados a partir das combinações 

entre as linhagens através de coeficientes de similaridade, tem sido 

empregada, com resultados satisfatórios, em estudos de Sistemática de 
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bactérias (TANNER, 1986; COSTAS et ai., 1987), fungos filamentosos (JONES 

& NOBLE, 1982) e leveduras (SHECHTER et ai., 1972; VANCANNEYT et ai., 

1991; VANCANNEYT et ai., 1992; GOMES, 1995; ROCHELLE, 1996). 

Em um grande número de casos, é agora sabido que 

eletroforegramas unidimensionais de proteínas celulares totais discriminam, 

tanto quanto, as informações derivadas de dados de hibridação DNA-DNA 

(KERSTERS & DE LEY, 1975; IZARD et ai., 1981; CATO et ai., 1982; OWEN 

& JACKMAN, 1982; FERRAGUT et ai., 1983 e KERSTERS, 1985). Linhagens 

bacterianas com 90-100% de sequências homólogas de DNA, geralmente 

apresentam padrões protéicos quase idênticos e linhagens com pelo menos 

70% de homologia de bases de DNA tendem a ter perfis protéicos similares. 

Essas observações são, de acordo com KERSTERS (1985), os maiores pilares 

nos quais a aplicação da eletroforese de proteínas em Sistemática Microbiana 

esta embasada. A comparação dos padrões eletroforéticos é uma técnica com 

resolução taxonômica satisfatória, que é aplicável ao nível de espécies, 

subspécies ou biotipos. 

Num estudo sobre métodos de caracterização de leveduras, 

GOMES (1995) concluiu que a técnica de SDS-PAGE e a técnica de análise 

genética baseada em marcadores RAPD (polimorfismo do DNA amplificado ao 

acaso) são as que fornecem resultados mais confiáveis, quando da avaliação 

de linhagens com pouca diversidade, e que é necessária a utilização de mais 

de um método, pois as limitações de um podem ser compensadas pelo outro. 

A análise numérica baseada nos eletroforegramas de proteínas 

normalmente não permitem deduções válidas no que concerne às relações 
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genéticas entre os "clusters" eletroforéticos (KERSTERS, 1985), pois 

proteínas, mesmo sendo produ os da expressão gênica, estão sujeitas à 

interferências durante as fases d transcrição, "splicing" do mRNA, tradução e 

de organização de suas estrutur+ terciárias e quartenárias. Porém permitem a 

análise dos graus de similaridad,, baseadas em caracteres estáveis, uma vez 

que se respeite a padroniz~ção dos quesitos de reprodutibilidade. 

VANCANNEYT et ai. (1991) def,ndem que a atribuição dos pesos dados as 

similaridades, pelos perfis eletroftréticos de proteínas, permitem determinar se 

duas espécies são estreitament, relacionadas ou não, e que são necessários 

métodos que avaliem moléculas rnenos sujeitas a interferência de fatores pós-

i 
transcricionais (ácidos nucléicos),! quando deseja-se determinar características 

evolutivas, mutacionais ou quJ identifiquem um indivíduo ou linhagem 
! 

("fingerprints"). Contudo, continu~m os autores, a eletroforese de proteínas 

' , 
permite reduzir a quantidade de I análises de material genético, quando um 

pequeno número de amostras 

eletroforéticos. 

Ide , 
, 

, 

' 

leveduras é observado em ~clusters" 

Segundo SHECHTE~ (1973), o mérito fundamental da análise 

taxonômico-numérica a partir d
1

e dados eletroforéticos é sua capacidade 
! 

dinâmica de incorporar novos caracteres bioquímicos e taxa adicionais, em 
I 

perfeita concordância com as cla~sificações existentes. O contínuo acúmulo 

de novas características eletrofoféticas através de técnicas de análise de 
' I 

isoenzimas, focalização isoel~trica, eletroforeses bidimensionais e 
! 

imunoeletroforese associado ao e~tudo de um maior número de linhagens de 
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várias espécies de Candida, certamente serão eficientemente acomodados 

através da Taxonomia Numérica. 

Modernas metodologias empregadas no estudo sistemático de 

leveduras, envolvem o conhecimento das moléculas de ácidos nucléicos e 

apontam para a possibilidade da compreensão das relações fenéticas, 

genéticas e, até mesmo filogenéticas estabelecidas por esses microrganismos. 

OLSEN (1990), realizou uma importante revisão sobre os métodos 

quimiotaxonômicos utilizados na classificação das leveduras, verificando que 

eles se preocupam essencialmente com a elucidação de suas composições 

químicas, ou então com as composições químicas de seus produtos. A análise 

dos produtos de fermentação e dos sistemas enzimáticos e a sua regulação 

celular, podem revelar novas características únicas ou comuns aos diversos 

grupos de organismos. Os avanços nos equipamentos analíticos, como na 

cromatografia e na eletroforese e outras técnicas físicas e químicas, têm muito 

contribuido para os avanços da quimiotaxonomia. Dentre essas técnicas, o 

autor cita as de análise da composição do DNA; os métodos de mapeamento e 

tipagem do DNA; as de homologia ONA-DNA; os estudos de homologia do 

RNA ribossômico com o DNA; os métodos de sequenciamento dos 

aminoácidos das enzimas; os de análise dos po/ipeptideos das cadeias 

protéicas das células Jeveduriformes; o espectro dos citocromos e, finalmente, 

as técnicas que analisam os po/íssacarídeos capsulares. 

Em 1987, SCHERER & STEVENS, propuseram um método de 

análise do ONA de diferentes espécies de Candida, para estudos 

epidemiológicos e taxonômicos. Esses autores desenvolveram toda a técnica 
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de extração do DNA, digestão do genôma por endonucleases de restrição (no 

caso, a Eco Rt) e eletroforese, resultando em vários trechos de DNA digerido, 

o que produziu um "fingerprinf' de padrões eletroforéticos, das leveduras. 

Citam ainda que, o uso do polimorfismo do DNA oferece muitas possíveis 

vantagens, como um grande número de variantes polimórficas, e a 

possibilidade de grande variabilidade para um determinado locus. Já em 1988, 

MAGEE et ai. publicaram uma detalhada revisão sobre métodos de Genética e 

Biologia Molecular, para serem empregados na manipulação ou identificação 

de Candida albicans. 

Alternativamente, MASON et ai. (1987) trabalhando com 

clonagem do gene da actina, de diferentes espécies de Candida de 

importância médica, observaram grande polimorfismo genético entre as 

espécies. Os autores, demonstraram assim, que a técnica por eles empregada 

- denominada "Southern Blot" - poderia ser empregada, como ferramenta 

molecular, na diferenciação de espécies de leveduras, uma vez que fornecia 

grande polimorfismo de bandas, em nível interespecífico. Esse polimorfismo 

pode ser incrementado, empregando-se um maior número de enzimas de 

restrição e de sondas de DNA. VASQUEZ et ai. (1991) avaliaram a 

possibilidade de utilização da eletroforese em campo pulsado (SCHARTZ & 

CANTOR, 1984), e da construção de mapas de restrição (CARLE et ai., 1986), 

na caracterização de diferentes cepas de Candida albicans. Os autores 

observaram que a eletroforese em campo pulsado possibilita a análise de 

fragmentos de DNA de grande massa molecular, tais como cromossomos, 

facilitando, inclusive, a cariotipagem de leveduras. O emprego dessa técnica 
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permitiu a observação de 23 diferentes padrões eletroforéticos, em 35 

amostras de Candida a/bicans. A utilização de mapas de restrição, 

empregando-se as enzimas de restrição Eco R1 e Msp 1, permitiu a 

caracterização de 17 diferentes tipos de Candida albicans, dentre as mesmas 

35 amostras. 

Estudos enfatizando a pesquisa da filogenia de espécies 

patogênicas de Candida e de outros gêneros de leveduras, foram levados a 

termo por BARNS et ai. (1991), através da análise dos RNA ribossômicos, 

sabidamente moléculas que sofrem poucas alterações estruturais, durante o 

processo evolutivo. Salientaram também que o método de classificação das 

leveduras, de acordo com sua forma sexuada, tem trazido muitas confusões 

para a taxonomia dos fungos, fazendo com que novas propostas tenham sido 

formuladas para evitar o emprego dessas características sexuais. Têm-se 

proposto, segundo os autores, especialmente os procedimentos que se 

baseiam em técnicas de manipulação do RNA ribossômico, que em alguns 

fungos é 58 e, em outros, como no caso das Candida, é 188. 
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MATERIAL E MÉTODOS. 

1. Características das cepas utilizadas: 

No presente trabalho, foram utilizadas doze isolados de 

leveduras do gênero Candida, isoladas da cavidade bucal de pacientes 

atendidos na Clínica Odontológica, no Laboratório de Microbiologia e 

Imunologia da Faculdade de Odontologia de São José dos Campos 

(FOS.J.Campos), gentilmente cedidas pelo Prol. Dr. Antonio Olavo Cardoso 

Jorge, conforme mostra o quadro 1: 

QUADRO 1 - Relaçllo das espécies e variedades de leveduras bucais 

utilizadas nos experimentos 

AMOSTRAS ABREVIAÇÃO SETOR DE CÓDIGO DO 

ORIGEM SETOR 

DE ORIGEM 

Candida albicans C.a. FOS.J.Campos 97-a 

Candida albicans C. a. FOS.J.Campos F-72 

Candida a/bicans C. a. FOS.J.Campos E-37 

Candida albicans C.a. FOS.J.Campos 17-b 

Candida guillierrnondii C.g. FOS.J.Campos FCF-405 

Candída guil/iermondii C.g. FOS.J.Campos FCF-152 

Candida parapsilosis C.p. FOS.J.Campos 21-c 

Candida parapsilosis C.p. FOS.J.Campos 7-a 

Candida kroseí C.k. FOS.J.Campos IM-90 

Candída krusei C.k. FOS.J.Campos 4-c 

Candida tropica/is C.t. FOS.J.Campos 1-b 

Candída fropicalis C.t. FOS.J.Campos FCF-430 



37 

2. Manutenção das amostras: 

As amostras foram mantidas durante toda a realização do estudo 

em duas coleções: 

2.1. Na primeira, as amostras foram inoculadas em meio 

completo para leveduras (M.C.L), de acordo com o estabelecido por NEDER 

(1992), contendo uma mistura de peptona e extrato de levedura, em tubos de 

ensaio (13X100mm) com tampão de algodão hidrófilo e levadas à estufa a 

37°C durante 24-72 horas para o desenvolvimento celular. Após o 

crescimento, os tubos da coleção foram mantidos à temperatura ambiente 

durante 30 dias, sendo posteriormente renovados à medida do necessário. 

2.2. Na outra coleção as amostras foram mantidas em tubos de 

ensaio (13X100mm) com tampão de algodão hidrófilo contendo meio completo 

de leveduras (M.C.L), e recobertas com óleo mineral estéril, à temperatura 

ambiente. As cepas assim conservadas, eram substituídas a cada 6 meses. 

Periodicamente, foi feitos nos dois casos, o reconhecimento da morfologia 

celular e colonial (aspectos macro e microscópicos) como controle da 

variabilidade celular e de contaminantes. 

3. Padronização da extração das proteínas de 

componentes intracelulares: 

Amostras de cultura mantidas conforme o ítem 2.2, foram 

inoculadas em frascos com 50 ml de meio YPD (extrato de levedura 1%, 

bacto-peptona 2% e glicose 2%)(CASANOVA & CHAFFIN, 1991; ASAKURA et 
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ai., 1991) e mantidos em Incubadora "Shaker" (Nova Técnica Instrumentos e 

Equipamentos de Laboratório Lida) a 37°C, com velocidade rotacional de 150 

rpm, por 18 horas. Decorrido o tempo de incubação, as amostras foram 

centrifugadas a 3000 g, por 5 minutos (Centrífuga 215- Fanen lnd. e Com.), 

de acordo com WAL TERS & BLOBEL (1986). Os sedimentos obtidos foram 

ressuspendidos em água destilada gelada (WOONTNER & JAEHNING, 1990) 

duas vezes, para remoção de restos de meio de cultivo e de possíveis 

produtos metabólicos extracelulares, sendo centrifugados novamente a 3000g, 

por 5 minutos. 

Os sedimentos obtidos foram fracionados em alíquotas de 

200mg, ás quais foram submetidas aos diferentes processos de extração: 

3.1. Extração com Pérolas de Vidro: 

Foi utilizada a metodologia empregada por ANTONSSON et ai. 

(1994). Aos sedimentos obtidos e descritos no item 3, acrescentou-se um igual 

volume de pérolas de vidro previamente tratadas com solução de ácido 

clorídrico 1:1 e lavadas sucessivamente em água recém destilada. As 

misturas foram deixadas em banho de gelo por 5 minutos, e logo após, 

agitadas 4 vezes em vórtex por 30 segundos, com intervalos de 1 minuto ( as 

misturas foram mantidas em banho de gelo, durante os intervalos). Os lisados 

foram centrifugados à 1500 g, por 5 minutos em centrífuga Centrimicro 242 

(Fanen lnd. Com. de Equipam. para Laboratórios). Às alíquotas de 100 J.!L do 

sobrenadante acrescentaram-se 100 J.!L de tampão dissociante preconizado 

por ALFENAS et ai. (1991), constituído de Glicerol, 20%; Tris-HCI 0,61M pH 
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6,8, 1 0%; Azul de Bromofenol, 2,5mg%; 2-Mercaptoetanol, 2% e SDS, 2%. As 

misturas foram mantidas em banho de água fervente por 1 O minutos, 

resfriadas, centrifugadas a 12000 g por 1 minuto e os sobrenadantes 

congelados a -75'C, até o momento do uso. 

3.2. Extração pelo Ácido Tricloroacético: 

Foi empregada a técnica desenvolvida por WRIGHT et ai. (1989). 

Os 200mg de células de leveduras foram transferidos para tubos de 

Eppendori, nos quais adicionaram-se 200 J.LL de solução de ácido 

tricloroacético 20%. Essa mistura foi incubada, em gelo, por 60 minutos. Após 

centrifugação (12000 g/5 minutos), as células foram recolhidas, sendo o 

sobrenadante descartado e o "pellet' ressuspendido em 1 mL de etanol 

absoluto, previamente mantido a -20°C. Essa mistura permaneceu em contato 

por 30 minutos (em gelo). As células foram novamente centrifugadas e a 

precipitação com etanol foi repetida mais duas vezes. 

Após a última centrifugação, os "pellets" foram secos por filtração 

sob vácuo e ressuspensos em tampão dissociante de WRIGHT e! ai. (1989) 

(Tris-HCI 1 OOmM pH 7, 10% de glicerol, 4% de SDS, 5% de 2-mercaptoetanol 

e 0,02% de Azul de bromofenol), em banho de água fervente, por 5 minutos. 

Os resíduos celulares foram removidos (centrifugação a 12000 g, por 1 

minuto), sendo os sobrenadantes coletados e armazenados à -75°C , até o 

momento do uso. 
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3.3. Extração por Sonicação: 

A extração por sonicação foi feita de acordo com VANCANNEYT 

et ai. (1992), com modificações. Os 200 mg de células de leveduras foram 

suspensos em 1.8 ml de tampão dissociante de VANCANNEYT et ai. (1992) 

(Tris 0,7Sg, 2-mercaptoetanoiSmL, glicerol10ml, e água destilada qsp 100ml 

) e submetidos à sonicação em SOW por 10 minutos, com sonicador Lab-Line 

Ultratip (Lab-Line lnstruments, Inc.), em banho de gelo. Depois de sonicadas, 

as amostras foram centrifugadas a 12000 g , por 5minutos. Ao sobrenadante 

adicionou-se 0,2 ml de solução dissociante (1 0% de SDS) e submeteu-se ao 

aquecimento por 1 O minutos, em água fervente. As amostras foram resfriadas 

e centrifugadas a 12000 g, por 1 minuto. O sobrenadante resultante foi 

armazenado a - 7S°C, até o momento de uso. 

3.4. Extração Direta pelo Tampão de Amostra: 

Empregou-se a técnica desenvolvida por BRUNEAU & GUINET 

(1989) com modificações no meio de cultivo. Aos 200mg de células de 

leveduras foram adicionados SOO !!L de tampão de amostra (Tris 5mM; 2-

mercaptoetanol 2,S%; SDS 1,5% e azul de bromofenol 0,025%). Essas 

misturas foram aquecidas por 1 O minutos, em banho de água fervente e 

centrifugadas a 2500 rpm, por 5 minutos, em centrífuga Excelsa Baby (Fanen 

lnd. Com.). O sobrenadante foi coletado e armazenado a -7S°C, até o momento 

de uso. 
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3.5. Extração por Criofratura Celular: 

Aos 200 mg de células de leveduras, acrescentou-se 500 ~L de 

água destilada, os quais foram transferidos para gral de porcelana, 

adicionando-se, a seguir, pequenos volumes de nitrogênio líquido (GOMES, 

1995). Após a completa evaporação do nitrogênio, o material resultante foi 

submetido à trituração, por aproximadamente 3 minutos, e os lisados, 

centrifugados a 13500 rpm por 3 minutos. Ao sobrenadante, adicionaram-se 50 

~L de tampão de amostra (ALFENAS et ai., 1991) para cada 50 ~L de extrato 

(v/v), aquecendo as misturas em banho de água fervente por 1 O minutos. 

Posteriormente, centrifugou-se a 12000 g por 1 minuto mantendo-se o 

sobrenadante a -75°C, até momento de uso. 

4. Eletroforese em Gel de Poliacrilamida (SDS-

PAGE): 

Os extratos intracelulares obtidos das culturas de leveduras, 

descritos no ítem 3 foram submetidos à técnica de eletroforese em gel de 

poliacrilamida com duodecil sulfato de sódio (SDS-PAGE) em sistema 

descontínuo, de acordo com LAEMMLI (1970), em cuba de acrílico descrita 

por STUDIER (1973), de dimensões 1BOX160 mm, com placas de vidro de 

140X130 mm e espaçadores de 1,5 mm. Utilizou-se o gel empilhador ("stacking 

gel") a 4,5% e o gel separador ('running gel') a 12,5%, em sistema de tampão 

Tris 0,025M, glicina O, 192M e SDS O, 1% , com pH 8,9. 
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Foram introduzidos 50 ~L dos extratos tratados com tampões de 

amostra nos poços superiores dos géis empilhadores e estabeleceu-se 

inicialmente, uma voltagem de 75 volts durante os primeiros 20 minutos de 

corrida. Decorrido esse tempo, elevou-se a voltagem para 125 volts, que foi 

mantida até o término da corrida eletroforética. Os géis foram então fixados 

em solução de ácido sulfossalicílico (12,5 %), por 20 minutos, lavados com 

água destilada e corados com solução 0,025% de Azul de Coomassie G-250, 

por 12 horas, sendo posteriormente descorados por lavagens sucessivas com 

solução de ácido acético 10% e metano i 25%, em água destilada. 

Depois de descorados os géis foram analisados por densitometria 

de integralização de área em densitômetro modelo GS-700 e software 

Molecular Analyses (Bio-Rad lnstruments, Inc.). Os valores médios de cada 

extração, expressos na forma de medida da área total do "slot", foram 

comparados entre si, atribuindo-se à maior média o valor de 100%, e às 

demais, as respectivas porcentagens relativas. 

5. Análise numérica dos perfis eletroforéticos de 

proteínas intracelulares de Candida, obtidos por SDS-PAGE. 

Para o estabelecimento dos graus de similaridade entre as 

diferentes linhagens, utilizaram-se os extratos de proteínas totais obtidas pelo 

método de criofratura celular (método escolhido como padrão) e empregaram­

se os extratos protéicos das cinco linhagens-tipo, representativas das espécies 

- Candida albicans, CBS-562; Candida krusei, CBS-573; Candida tropicalis, 
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CBS-94; Candida parapsilosis, CBS-604 e Candida guilfiermondii, CBS-566 -

(VANCANNEYT et ai., 1991 ), além do extrato da linhagem-tipo de 

Saccharomyces cerevisiae (CBS-1171 neotype), como uma referência 

extragenérica (COSTAS et ai., 1989b; HOLMES et ai., 1990, BRUNEAU & 

GUINET, 1989) ao lado de padrões de massa molecular (Bio-Rad 

Laboratories), para avaliação de reprodutibilidade (COSTAS et ai., 1989a; 

COSTAS etal., 1989b) 

As condições de cultivo e técnicas de extração são as mesmas 

descritas no ítem 3 e no sub-ítem 3.5. Foi realizada a determinação da 

concentração protéica dos extratos obtidos através do método 

espectofotométrico de BRADFORD (1976), que conforme trabalhos 

conclusivos de EZE & DUMBROFF (1982), mostrou-se muito sensível. As 

concentrações protéicas foram acertadas para 800 J.LglmL (AMES, 197 4). Os 

extratos protéicos foram desnaturados com tampão de amostra proposto por 

ALFENAS et ai. (1991}, na proporção de 50 J.LL de tampão para 50 J.LL de 

extrato, em banho de água fervente por 1 O minutos, e seguidos de separação 

por centrifugação à 12000g, por um minuto. Os sobrenadantes das amostras 

e das linhagens-tipo, assim tratadas, foram conservados a -75°C, até o 

momento de uso. 

5.1. Eletroforese das proteínas: 

As corridas eletroforéticas foram conduzidas em suporte 

descontínuo de gel de poliacrilamida, coradas e descoradas conforrre 

descrição constante no ítem 4. 
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5.2. Densitometria de detecção de picos: 

Após a descoloração dos géis, os mesmos foram secos em papel 

de filtro e interpostos entre duas folhas de filme para transparência. Esse 

conjunto foi levado a um "twin-scanner" (Scan Jet 4C e adaptador para 

transparência HP 4C, Hewlett Packard Co.) onde suas imagens positivas e as 

densitometrias de detecção de picos foram processadas através do software 

SigmaGel (Jandel Co.) que forneceu os gráficos densitométricos de cada 

"slof. 

5.3. Construção da matriz de similaridade: 

As bandas protéicas, representadas nos traçados densitométricos 

como picos gráficos, tiveram suas distâncias de migração convertidas em 

valores numéricos em relação a linha distai de migração do azul de bromofenol 

(valores RI). Esses valores receberam representações 1 (um) e O (zero), 

respectivamente para a presença e ausência das bandas, numa comparação 

entre os "slots". O conjunto dessas informações gerou uma matriz de dados 

binários que foi plotada no sistema computacional NTSYS versão 1. 70 

(Applied Biostatistics, Inc.), empregando-se o programa QUALITATIVE e o 

coeficiente de similaridade SM (Simple Matching Coefficient), que gerou a 

matriz de similaridade das amostras. 

5.4. Construção do fenograma de similaridade: 

Utilizando o mesmo sistema computacional, a matriz de 

similaridade foi transferida para o programa SAHN onde através do método de 

agrupamento UPGMA (FARRIS, 1969; SNEATH & JOHNSON, 1972; SNEATH 
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& SOKAL, 1973), gerou-se o fenograma que possibilitou a avaliação dos graus 

de similaridade fenética existente entre as amostras. 
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RESULTADOS. 

Os gráficos das densitometrias de integralização de área podem 

ser vistos nas figuras 1, 4, 6, 8, e 1 O,.e os perfis eletroforéticos do extratos 

intracelulares das amostras, submetidas aos diferentes processos extrativos 

(ítem 3.2) nas figuras 2, 3, 5, 7, 9 e 11, respectivamente. 

O método de extração pelo ácido tricloroacético (TCA) não 

apresentou formação de bandas de migração eletroforética, para nenhuma das 

amostras analisadas, com uma taxa percentual de extração de 0%. 

As cepas de leveduras da espécie Candida albicans (Fig 01) 

apresentaram médias de extração de proteínas de componentes intracelulares 

de 78,40% para o método de pérolas de vidro (PV), 92,35% para o método de 

BRUNEAU & GUINET (1989) (B&G), 91 ,34% para o método de criofratura com 

nitrogênio líquido (NL) e 78,88% para o método de sonicação (SON). 

40t------

201------

0'-------'-
TCA PV B&G NL SON 

1:1 97-a 

DF-72 

0 17-b 

Figura 01: Porcentagens comparativas da extração de proteínas intracelulares de 
Candida a/bicans, obtidas por tratamentos diversos. 
Médias percentuais de extração : 0,00% para TCA, 78,40% para PV, 92,35% para 
B&G, 91 ,34% para NL e 78,88% para SON. 
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Figura 02: Perfil eletroforético de proteínas de Candida a/bicans extraídas por 
tratamentos diversos. 

Figura 03: Perfil eletroforético de proteínas de Candida albicans extraídas por 
tratamentos diversos. 
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As cepas de leveduras da espécie Candida krusei (Fig. 04) 

apresentaram médias de extração de proteínas de componentes 

intracelulares de 86,75% para o método de PV, 96,33% para o método de 

B&G, 100% para o método de NL e 86,57% para o método de SON. 

•1M-9( 

O L------...._ 
TCA PV B&G NL SON 

Figura 04 : Porcentagens comparativas da extração de proteínas de Candída kruseí, 
obtidas por tratamentos diversos. Médias percentuais de extração: 0,00% para TCA, 
86,75% para PV, 86,33% para B&G, 100% para NL e 86,57% para SON. 

4·C 

T PS NS TPB NS 

Figura 05: Perfil eletroforético de proteínas de Candída kruseí extraídas por 
tratamentos diversos. 
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As cepas de leveduras da espécie Candida parapsilosis (Fig. 06) 

apresentaram médias de extração de proteínas de componentes intracelulares 

de 21,60% para o método de PV, 98,00% para o método de B&G, 65,98% para 

o método de NL e 81 ,66% para o método de SON. 

. 21-c 

QL...--------1 ..... 
TCA PV B&G NL SON 

Figura 06: Porcentagens comparativas de extração de proteínas de Candida 
parapsi/osis, obtidas por tratamentos diversos. 
Médias percentuais de extração: 0,00% para TCA, 21,60% para PV, 98,00% para 
B&G, 65,98% para NL e 81 ,66% para SON. 

Figura 07: Perfil eletroforético de proteínas de Candida parapsilosis extraídas por 
tratamentos diversos. 
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As cepas de leveduras da espécie Candida tropicalis (Fig. 08) 

apresentaram médias de extração de proteínas de componentes intracelulares 

de 55,51% para o método de PV, 83,76% para o método de B&G, 56,74% para 

o método de NL e 79,81% para o método de SON. 

60 
81-b 

40 

20 8FCF-
430 

o 
TCA PV B&G NL SON 

Figura 08: Porcentagens comparativas de extração de proteínas de Candida 
tropica/is, obtidas por tratamentos diversos. 
Médias percentuais de extração: 0,00% para TCA, 55,51% para PV, 83,76% para 
B&G, 56,74% para NL e 79,81% para SON. 

Figura 09: Perfil eletroforético de proteínas de Candida tropicalis extraídas por 
tratamentos diversos. 
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As cepas de leveduras da espécie Candida guilliermondii (figura 1 O) 

apresentaram médias de extração de proteínas de componentes intracelulares 

de 67,09% para o método de PV, 73,55% para o método de B&G, 96,70% 

para o método de NL e 82,20%para o método de SON. 

100~--------------------

401------------

201------------

o.._ ________ ......._ 
TCA PV B&G NL SON 

. FCF-
152 

.FCF-
405 

Figura 1 O: Porcentagens comparativas de extração de proteínas de Candida 
guilliermondii, obtidas por tratamentos diversos. 
Médias percentuais de extração: 0,00% para TCA, 67,09% para PV, 73,55% para 
B&G, 96,70% para NL e 82,20% para SON. 

Figura 11: Perfil eletroforético de proteínas de Candida guil/iermondii extraídas por 
tratamentos diversos. 
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Características gerais dos perfis protéicos da SDS-PAGE: 

A eletroforese unidimensional em gel de poliacrilamida, dos 

extratos protéicos das 12 linhagens, obtidos pelo método de criofratura celular, 

permitiram a observação de perfis contendo aproximadamente 30-35 bandas 

eletroforéticas com massas moleculares de 45-200 kDa. Os perfis estão 

ilustrados nas figuras 12, 13 e 14. Os perfis protéicos das linhagens foram 

muito similares entre si, com as respectivas linhagens-padrão e com a 

linhagem de Saccharomyces cerevisiae. Diferenças qualitativas entre as 

espécies, principalmente entre as proteínas de massas moleculares superiores 

a 66,2 kDa e as bandas comuns ao gênero, em proteínas de massas 

moleculares 66,2 e 200 kDa foram observadas. Variações intraespecíficas 

puderam ser observadas em toda a extensão dos "slots" das respectivas 

linhagens, quando comparadas. 

1 2 3 4 5 6 7 

Figura 12: Periil eletroforético dos extratos protéicos de linhagens de Candida 
albicans. 1) Marcadores de massa molecular (miosina 200 kDa, p galactosidase 
116,25 kDa, fosforilase b 97,4 kDa e albumina de soro 66,2 kDa) , 2) CBS1171 , 3) 
F72, 4) E37, 5) 97a, 6) 17b e 7) CBS562. 
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Figura 13: Perfil eletroforético dos extratos protéicos de linhagens de Candida 
guilliermondii e Candida parapsilosis. 1) Marcadores de massa molecular (miosina 
200 kDal f3 galactosidase 116125 kDal fosforilase b 9714 kDa e albumina de soro 
6612 kDa) I 2) CBS1171 I 3) FCF1521 4) FCF4051 5) CBS5661 6) 21cl 7) ?a e 8) 
CBS604. 

1 2 3 4 5 6 7 8 

Figura 14: Perfil eletroforético dos extratos protéicos de linhagens de Candida krusei e 
Candida tropicalis. 1) Marcadores de massa molecular (miosina 200 kDa, J3 
galactosidase 116125 kDal fosforilase b 9714 kDa e albumina de soro 66,2 kDa) I 2) 
CBS1171 1 3) 4cl 4) 1M901 5) CBS5731 6) 1b1 7) FCF430 e 8) CBS94. 
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Figura 15: Oensitograma do perfil eletroforético dos padrões de massa 

molecular (repetição 01): miosina, 200 kDa; ~ galactosidase, 116.25 kDa; 

fosforilase b, 97.4 kDa; albumina de soro, 66.2 kDa; ovalbumina, 45 kDa. 
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Figura 16: Densitograma do perfil eletroforético dos padrões de massa 

molecular (repetição 02): miosina, 200 kDa; ~ galactosidase, 116.25 kDa; 

fosforilase b, 97.4 kDa; albumina de soro, 66.2 kDa; ovalbumina, 45 kDa. 
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Figura 17: Dens~ograma do perfil eletroforético dos padrões de massa 

molecular (repetição 03): miosina, 200 kDa; ~ galactosidase, 116.25 kDa; 

fosforilase b, 97.4 kDa; albumina de soro, 66.2 kDa; ovalbumina, 45 kDa. 
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Figura 18: Densitograma do perfil eletroforético das proteínas da linhagem 

CBS1171 (S. cerevisiae- repetição 01 ). 
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Figura 19: Densitograma do perfil eletroforético das proteínas da linhagem 

CBS1171 (S. cerevisiae- repetição 02). 
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Figura 20: Densitograma do perfil eletroforético das proteínas da linhagem 

CBS1171 (S. cerevisiae- repetição 03). 
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Figura 21: Densitograma do perfil eletroforético das proteínas da linhagem 

F72 (C. albicans). 
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Figura 22: Densitograma do perfil eletroforético das proteínas da linhagem 

E37 (C. albicans). 
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Figura 23: Densitograma do perfil eletroforético das proteínas da linhagem 

97a (C. albicans). 
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Figura 24: Densitograma do perlil eletroforético das proteinas da linhagem 

17b (C. albicans). 
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Figura 25: Densitograma do perlil eletroforético das proteínas da linhagem 

CBS562 (C. albicans). 
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Figura 26: Densitograma do perfil eletroforético das proteínas da linhagem 

FCF152 (C. guilliermondil). 
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Figura 27: Densitograma do perfil eletroforético das proteinas da linhagem 

FCF405 (C. guillermondit). 
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Figura 28: Densitograma do perfil eletroforético das proteínas da linhagem 

CBS566 (C. guillermondil). 
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Figura 29: Densitograma do perfil eletroforético das proteínas da linhagem 

21C (C. parapsilosis). 
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Figura 30: Densttograma do perfil eletroforético das proteinas da linhagem 

?a (C. parapsi/osis). 
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Figura 31: Densitograma do perfil eletroforético das proteínas da linhagem 

CBS604 (C. parapsitosis). 
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Figura 32: Densitograma do perfil eletroforético das proteinas da linhagem 

4c (C. kruset). 
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Figura 33: Densitograma do perfil eletroforético das proteínas da linhagem 

1M90 (C. kruset). 
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Figura 34: Densitograma do perfil eletroforético das proteínas da linhagem 

CBS573 (C. kruset). 
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Figura 35: Densitograma do perfil eletroforético das proteínas da linhagem 

1 b (C. tropicalis). 
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Figura 36: Densitograma do perfil eletroforético das proteínas da linhagem 

FCF430 (C. tropicalis). 
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Figura 37: Densitograma do perfil eletroforético das proteínas da linhagem 

CBS94 (C. tropicalis). 
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Densitometria de detecção de picos: 

As figuras 15, 16 e 17 representam os traçados densitográficos 

dos perfis eletroforéticos dos padrões de massa molecular, obtidos após a 

aquisição da imagem positiva dos géis de SDS-PAGE, e mostram a ocorrência 

de 5 picos densitográficos, representando as cinco proteínas que compõem o 

"kit". As figuras 18, 19 e 20 representam os traçados densitográficos dos 

perfis eletroforéticos das repetições com a linhagem CBS 1171, de S. 

cerevisiae. 

Nas figuras 21-37 pode-se observar os traçados densitográficos 

dos perfis eletroforéticos dos extratos protéicos das linhagens de C. albicans, 

C. guilliermondii, C. parapsilosis, C. krusei e C. tropicalis, obtidos após a 

aquisição da imagem positiva dos géis de SDS-PAGE. 

Reprodutibilidade: 

Os padrões protéicos das linhagens analisadas, nos diferentes 

géis, foram reprodutíveis. Extratos protéicos de Saccharomyces cerevisiae 

(CBS-1171) e padrões de massa molecular foram aplicados em todos géis 

fornecendo valores médios de similaridade ou coeficientes cofenéticos (S,m) <: 

0,893 e 1 ,000, respectivamente. 

Agrupamento das linhagens: 

Após a densitometria óptica, as bandas eletroforéticas foram 

convertidas em valores numéricos (Rfs) que puderam ser analisados dois a 

dois na matriz de dados binários mostrada na figuras 38 e 39. O uso do 
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coeficiente SM (Simple Matching) possibilitou a construção de uma matriz de 

similaridade (figura 40) onde encontram-se disponíveis os valores de 

similaridade entre as linhagens analisadas. Através do método de agrupamento 

UPGMA obtiveram-se 7 "clusters" cujos coeficientes cofenéticos 

infraespecíficos mínimos (S,m) foram maiores que 0,800, como segue: 

Cluster 1: contém as três repetições dos padrões de massa 

molecular, com um S,m = 1 ,000. 

Cluster 11: contém as três repetições da linhagem CBS1171 de 

Saccharomyces oerevisiae com um S,m;, 0,893. 

Cluster 111: consiste de cinco linhagens de Candida albicans (F72, 

E37, 97a, 17b e a linhagem-tipo CBS562) agrupadas com S,m;, 0,829. 

Cluster IV: contém três linhagens de Candida krusei (4c, 1M90 e 

a linhagem-tipo CBS572) com S,m ;, 0,868. 

Cluster V: esse cluster contém três linhagens de Candida 

tropica/is (1 b, FCF430 e a linhagem-tipo CBS94) agrupadas com S,m;, 0,922. 

Cluster VI: contém as três linhagens de Candida guilliermondii 

(FCF152, FCF405 e a linhagem-tipo CBS566) agrupadas com S,m;, 0,858. 

Cluster VIl: foram agrupadas três linhagens de Candida 

parapsiiOSJS (21c, la e a linhagem-tipo CBS604) com S.m;, 0,830. 

A figura 41 apresenta um fenograma representativo das relações 

protéico-eletroforéticas das dezessete linhagens utilizadas nesse estudo. Esse 

fenograma foi construído empregando-se o método de agrupamento UPGMA e 

mostra a diferenciação entre linhagens e espécies, segundo seus respectivos 

coeficientes cofenéticos médios. 
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Variações intra e intergenéricas: 

Das espécies analisadas, Cand1da alb1cans ( cluster 111) foi a que 

apresentou maior índice de variabilidade infraespecifica com a linhagem 17b 

apresentando menor relação com as demais (S,m = 0,829), porém esse 

"cluster'' pode ser isolado dos demais com um coeficiente cofenético de 0,514. 

A espécie Candida krusei ( cluster IV) apresentou correlação com 

Saccharomyces cerevisiae (CBS1171) com S,m igual a 0,684 e ambos 

agruparam-se com as demais com um valor máximo para S,m de 0,617. 

Candida guilliermondii (cluster VI) e Candida parapsilosis (cluster 

VIl) obtiveram um valor S,m de 0,744, e agruparam-se com Candida tropicalis 

(cluster V) com coeficiente cofenético de 0,649. 

Os padrões de massa molecular correlacionaram-se com as 

linhagens em estudo com 0,460 de valor S,m. 
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c. krusei C. tropicalis I C. guilliermondii C. parapsilosis 

4c 1M90 CBS 1b FCF CBS FCF FCF CBS 21c 7a CBS RI 
572 430 94 152 405 566 604 

o o o 1 1 1 o o o 1 1 1 0.21 
o o o o o o o o o o o o 0.23 
o o 1 o o o 1 1 1 1 1 1 0.24 
1 1 1 1 1 1 o o o o o o 0.26 
1 o 1 o o o o o o o o o 0.27 
o o o o o o o o o 1 1 1 0.28 
1 1 1 o o o 1 1 1 1 1 1 0.30 
o o o 1 1 1 o o o o o o 0.31 
o o o o o o o o o o o o 0.32 
o o o o 1 1 1 1 1 1 1 1 0.33 
1 1 1 o o o o o o o o o 0.35 
o o 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0.36 
o o o o o o o o o o o o 0.38 
o o o 1 1 1 o o 1 o o o 0.39 
1 1 1 o o o o o o o 1 1 0.40 
o o o o o o o o o o o o 0.41 
o o o 1 1 1 1 1 1 o 1 1 0.42 
1 1 1 o o o o o 1 1 o 1 0.45 
1 1 1 1 1 1 o o o o o o 0.48 
o o o 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0.50 
1 1 1 1 1 1 o o o 1 1 o 0.52 
1 1 1 1 o 1 1 1 1 1 1 1 0.55 
o o o o o o o o o o o 1 0.58 
1 o 1 o o o 1 o o 1 1 1 0.81 
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0.65 
o 1 o 1 1 1 1 1 o 1 o o 0.68 
1 1 1 1 o 1 1 1 1 1 1 1 0.70 
o o o o o o o o o o o o 0.73 
1 1 1 1 1 1 1 1 1 o 1 1 0.76 
1 1 1 1 1 1 o o o 1 1 1 0.78 
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0.81 
o o o 1 1 1 1 1 1 o o o 0.83 
1 o 1 o 1 1 1 1 1 1 1 1 0.85 
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0.88 
o o o o o o o o 1 o o o 0.90 
1 1 1 1 1 1 1 1 o 1 1 1 0.92 
o o o 1 1 1 1 1 o 1 1 1 0.95 
o o o o o o 1 1 1 1 o o 0.97 
1 1 1 o o o o o o o o o 0.98 

Figura 39: Matriz de dados binários representativos dos Rfs de cada banda 

eletroforética. 
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Massa Molecular S. cerevisiae C. albicans 

MM1 MM2 MM3 CBS CBS CBS F72 E37 97a 17b CBS Rf 

1171 1171 1171 562 

o o o o o o o o o o o 0.21 
o o o o o o 1 1 1 1 1 0.23 
o o o o o o o o o o o 0.24 
o o o o o o o o o o o 0.26 
o o o 1 1 1 o o o o o 0.27 
o o o o o o 1 1 1 1 1 0.28 
1 1 1 o 1 o o o o o o 0.30 
o o o o o o o o o o o 0.31 
o o o o o o 1 1 1 1 1 0.32 
1 1 1 o o o o o o o o 0.33 
o o o 1 1 1 1 1 1 1 1 0.35 
o o o o o o o o o o o 0.36 
o o o o o o 1 1 1 o o 0.38 
o o o 1 1 1 o o o o o 0.39 
o o o o o o 1 1 1 1 1 0.40 
1 1 1 o o o o o o o o 0.41 
o o o 1 1 o 1 1 1 1 1 0.42 
o o o 1 1 1 1 1 o 1 1 0.45 
o o o o o o 1 1 1 o o 0.48 
o o o 1 1 1 1 1 1 1 1 0.50 
o o o 1 1 1 1 1 1 1 1 0.52 
o o o 1 1 1 1 1 1 1 1 0.55 
o o o o o o 1 1 o 1 o 0.58 
o o o 1 1 1 o o o o o 0.61 
o o o 1 1 1 1 1 1 1 1 0.65 
1 1 1 o o o 1 1 1 o 1 0.68 
o o o 1 1 1 o o o 1 o 0.70 
o o o o o o 1 1 1 1 1 0.73 
o o o 1 1 1 1 1 1 1 1 0.76 
o o o o 1 o o o o 1 o 0.78 
o o o 1 1 1 o o o o 1 0.81 
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 o 0.83 
o o o 1 1 1 1 1 1 1 1 0.85 
o o o 1 1 1 1 1 1 1 1 0.88 
o o o o o o 1 1 1 1 1 0.90 
o o o 1 1 1 1 1 1 1 1 0.92 
o o o 1 o 1 o o o 1 1 0.95 
o o o 1 o o 1 1 1 1 1 0.97 
o o o o o o o o o o o 0.98 

Figura 38: Matriz de dados binários representativos dos Ris de cada banda 

eletroforética. 
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MM1 1.000 

MM2 1.000 1.000 

MM3 1.000 1.000 1.000 

CBS1171 0.474 0.474 0.474 1.000 

CBS1171 0.474 0.474 0.474 0.8951.000 

CBS1171 0.526 0.526 0.526 0.947 0.8951.000 

F72 0.421 0.421 0.421 0.579 0.526 0.526 1.000 

E37 

97a 

17b 

CBS662 

4c 

1M90 

CBS572 

1b 

FCF430 

CBS94 

FCF152 

FCF405 

CBS566 

21c 

7a 

CBS604 

0.421 0.421 0.421 0.579 0.526 0.526 1.000 1.000 

0.474 0.474 0.474 0.579 0.526 0.526 0.947 0.947 1.000 

0.368 0.368 0.368 0.684 0.632 0.632 0.842 0.842 0.800 1.000 

0.421 0.421 0.421 0.684 0.579 0.632 0.842 0.842 0.842 0.842 1.000 

0.421 0.421 0.421 0.684 0.789 0.737 0.474 0.474 0.474 0.526 0.526 1.000 

0.526 0.526 0.526 0.579 0.684 0.632 0.526 0.526 0.526 0.526 0.579 0.895 1.000 

0.368 0.368 0.368 0.632 0.737 0.684 0.421 0.421 0.421 0.474 0.474 0.947 0.8421.000 

0.500 0.500 0.500 0.658 0.658 0.658 0.447 0.447 0.500 0.500 0.500 0.553 0.658 0.553 1.000 

0.553 0.653 0.553 0.605 0.605 0.605 0.447 0.447 0.500 0.447 0.500 0.500 0.553 0.500 0.895 1.000 

0.500 0.500 0.500 0.658 0.658 0.658 0.447 0.447 0.500 0.500 0.500 0.553 0.605 0.553 0.947 0.947 1.000 

0.579 0.579 0.579 0.737 0.684 0.684 0.474 0.474 0.526 0.526 0.579 0.526 0.526 0.579 0.658 0.658 0.711 1.000 

0.605 0.605 0.605 0.711 0.658 0.658 0.500 0.500 0.553 0.553 0.605 0.500 0.553 0.553 0.684 0.684 0.737 0.974 1.000 

0.526 0.526 0.526 0.737 0.737 0.684 0.526 0.526 0.526 0.579 0.579 0.526 0.526 0.579 0.605 0.605 0.658 0.842 0.868 1.000 

0.474 0.474 0.474 0.632 0.632 0.632 0.421 0.421 0.421 0.526 0.579 0.579 0.579 0.632 0.605 0.605 0.658 0.789 0.763 0.684 1.000 

0.421 0.421 0.421 0.632 0.684 0.632 0.421 0.421 0.474 0.579 0.579 0.632 0.579 0.684 0.658 0.658 0.711 0.789 0.763 0.684 0.842 1.000 

0.395 0.395 0.395 0.605 0.658 0.605 0.447 o 447 0.395 0.605 0.553 0.605 0.553 0.658 0.579 0.579 0.632 0.763 0.737 0.711 0.816 0.9211 .000 

Figura 40: Matriz de similaridade entre as linhagens de leveduras. 
O'> 
-.....) 



o. o 0.3 0.5 0.8 

...... 

- I 
I 

Figura 41 : Fenograma de similaridade entre diferentes linhagens analisadas 
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DISCUSSÃO. 

Alguns métodos de extração de proteínas de componentes 

intracelulares de leveduras têm sido empregados, caracterizando 

principalmente a diversidade desses organismos (HITZERMAN et ai, 1983; 

BRUNEAU & GUINET, 1989; MOLE & LANE, 1987; TAKIZAWA et ai., 1987; 

WRIGHT et ai., 1989; SISSONS et ai., 1989, WOONTNER & JAEHNING, 

1990; VANCANEYT et ai., 1992; ANTONSSON et ai., 1994; WATANABE et ai., 

1994). WRIGHT et ai. (1989) trabalhando com células leveduriformes, 

relataram a eficácia da uti I ização do ácido tricloroacético como extrator de 

proteínas intracelulares e inativador de enzimas celulares, as quais poderiam 

potencialmente degradar ou modificar outras proteínas durante a fase de 

extração, apresentando assim um perfil protéico-eletroforético alterado. Esse 

método, para esses autores, apresenta vantagens, tais como a revelação de 

uma maior quantidade de bandas no gel e facilidade de observação das 

mesmas, quando comparado com a metodologia empregada por HITZERMAN 

et ai. (1983), que baseava-se na extração direta de proteínas, a partir de 

células de leveduras tratadas por um tampão extrator (tampão de amostra), em 

ebulição. Os resultados obtidos em nossas investigações, empregando-se 

essa mesma metodologia na extração de proteínas intracelulares podem ser 

observados nas figuras 1-11. Esses resultados revelaram uma menor obtenção 

de proteínas e não se mostraram satisfatórios para a aplicação em SDS­

PAGE, para leveduras do gênero Candida, obtidas da cavidade bucal. 

Segundo SHECHTER (1973), a obtenção de dados provenientes de 
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eletroforese de células leveduriformes estão - ou podem estar - na 

dependência das condições de conservação, idade e estágio morfológico das 

culturas. Nesse sentido as condições de cultivo, de manutenção das amostras, 

somado às características químicas e estruturais das células leveduriformes 

utilizadas, quando comparadas, podem ser fatores decisivos para a extração 

dos componentes intracelulares. Esse método, quando comparado aos demais 

utilizados nessa pesquisa (pérolas de vidro, sonicação, criofratura celular e 

tampão de amostra), mostrou-se menos satisfatório e quando submetido à 

eletroforese não revelou a presença de um número de bandas características 

dessas espécies. 

A extração direta de proteínas intracelulares pela ação de um 

tampão de amostra, à base de 2-mercaptoetanol e SDS, para fins de 

eletroforese, foi empregada por MOLE & LANE (1987) para a caracterização 

de Escherichia co/i, e por HITZERMAN et ai. (1983), para células 

leveduriformes. Nessa linha de investigação, BRUNEAU & GUINET (1989) 

desenvolveram um tampão de amostra que pretendia tornar simples e rápida a 

extração de proteínas intracelulares de leveduras, e que permitisse uma boa 

reprodutibilidade dos padrões eletroforéticos das amostras em estudo. 

Seguindo a metodologia empregada por esses autores, salvo para o meio de 

cultivo, obtivemos resultados satisfatórios tanto na quantidade de proteína 

extraída, quanto na visualização e quantidade de bandas eletroforéticas nos 

géis. Os resultados obtidos, conforme mostram as figuras 1. 4, 6, 8 e 1 O, 

mostraram índices satisfatórios de extração de proteínas, com média de 

extração de 81,88%. As amostras de C. tropicalis, entretanto, apresentaram um 
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número de bandas ligeiramente reduzido, quando comparadas com as outras 

espécies estudadas. Esses resultados, estão em concordância com os 

trabalhos de BRUNEAU & GUINET (1989) e sugerem ser essa metodologia, 

passível de utilização em estudos dessa natureza, embora devam-se procurar 

técnicas que propiciem a obtenção, de um maior número de bandas nos géis. 

A extração de proteínas de componentes intracelulares de 

leveduras, por disrrupção celular com pérolas de vidro é descrita por vários 

autores (TAKIZAWA et ai., 1987; WOONTNER & JAEHNING, 1990; 

ANTONSSON et ai., 1994; WATANABE et al.,1994). Os resultados obtidos por 

ANTONSSON et ai. (1994), trabalhando com Saccharomyces cerevisiae, 

revelaram ser essa técnica, um recurso importante em estudos de identificação 

e caracterização de espécies de leveduras, com base no perfil eletroforético. 

Os resultados apresentados nessa pesquisa, utilizando-se método 

semelhante, demonstraram que o índice de extração teve média de 61,87%, 

indicando que essa técnica extrativa forneceu uma quantidade de proteínas 

inferior àquelas onde empregou-se nitrogênio líquido, sonicação ou uso direto 

do tampão de amostra, como métodos alternativos. Esse fato pode estar 

relacionado, em principio, às diferenças estruturais entre as células 

leveduriformes empregadas, ou seja, espécies diferentes e talvez à uma 

possível heterogeneidade no contato entre as células de leveduras com as 

pérolas de vidro, resultando numa ruptura parcial do número de células, o que 

sugere a necessidade, ainda, de uma melhor padronização dessa técnica, no 

que diz respeito ao tipo de material a ser usado, equipamentos, temperatura 
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de extração, tempo de permanência em contato com as pérolas de vidro, etc., 

para a aplicação em SDS-PAGE. 

O uso de ondas de ultrassom, foi descrito por SISSONS et ai. 

(1989) para Staphylococcus sp e por VANCANNEYT et ai. (1992) para 

leveduras. Com base na metodologia estabelecida por esses últimos autores, 

obtivemos resultados que revelaram perfis eletroforéticos com bandas bem 

definidas e nítidas, para todas as amostras estudadas. Como pode ser 

observado nas figuras 1, 4, 6, 8 e 1 O, obteve-se média de extração de 82,15%, 

valor esse superior àqueles obtidos nos procedimentos anteriores. Tal 

resultado indica que esse método - na ausência de outro mais eficiente - se 

apresenta como uma alternativa importante na extração de proteínas de 

componentes intracelulares, a serem empregadas em análises dos perfis 

eletroforéticos, revelados através de bandas protéicas em gel de 

poliacrilamida. 

A extração de proteínas de componentes intracelulares de 

leveduras através da criofratura celular pelo nitrogênio líquido (ítem 3.2.5. ), 

pode ser observada nas figuras 1, 4, 6, 8 e 1 O, com média de obtenção de 

proteínas de 88,79%. Essa técnica permitiu a obtenção de uma maior 

quantidade de proteínas intracelulares, dentre todas as técnicas avaliadas, 

além de revelar os melhores perfis eletroforéticos para essas mesmas 

proteínas, talvez devido ao congelamento homogêneo de toda a massa de 

células. O emprego do nitrogênio líquido como agente congelante foi um 

recurso primeiramente descrito por HWANG (1966), e posteriormente 

empregado por SOL TIS et ai. (1980), NEALE et ai. (1984) e GOMES (1995), e 
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revela que, além de facilitar a disrruptura das células, também pode proteger 

as proteínas da ação de proteases, responsáveis pela degradação de muitas 

delas no momento da extração (comum às outras metodologias), devido as 

baixas temperaturas envolvidas. Tais resultados sugerem ser esse método de 

extração o mais indicado para a aplicação em estudos dos padrões 

eletroforéticos das espécies aqui estudadas. 

A análise dos perfis eletroforéticos de proteínas de bactérias 

associada às técnicas estatísticas computadorizadas, têm permitido a 

identificação, classificação e até mesmo a reclassificação de inúmeras 

linhagens, espécies e mesmo gêneros (COSTAS et ai., 1989a; COSTAS et ai., 

1989b; HOLMES et ai., 1990; TANNER, 1986; TANNER et ai., 1986). Nas 

pesquisas com leveduras, envolvendo essa área de atuação, esse 

procedimento vem sendo empregado, com sucesso semelhante (MAJDEN & 

TANNER, 1991; VANCANNEYT et ai., 1991; VANCANNEYT et ai., 1992; 

GOMES, 1995). 

A reprodutibilidade dos perfis eletroforéticos nos diferentes géis -

expressa nas figuras 15, 16, 17, 18, 19, 20 e 41 -foi testada através da 

inclusão de padrões de massa molecular, associada da inclusão do extrato 

protéico de uma levedura de um gênero não correlacionado (COSTAS et ai., 

1989; BRUNEAU & GUINET, 1989) e fomeceu coeficientes cofenéticos de 

agrupamento SsM ;,; 0.890 para as três repetições de S. cerevisiae e SsM = 

1,000 para as três repetições do padrão de massa molecular. Em uma das 

primeiras publicações sobre Taxonomia Numérica, SNEATH & JOHNSON 

(1972) relataram que a reprodutibilidade de um teste de caracterização 
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fenética deve ser igual ou superior à 80% (SsM <: 0,800), para que os 

resultados possam estar dentro dos limites de confiabilidade. Um critério mais 

rigoroso foi proposto por AVISE (1975), que alterava esses valores mínimos de 

reprodutibilidade para 85% (S <: 0,850). Os resultados de reprodutibilidade 

dos diferentes géis, mostraram-se superiores aos preconizados pelos autores 

acima, o que vêm a justificar a confiabilidade da técnica de SDS-PAGE de 

proteínas intracelulares totais. 

Conforme pode ser observado nas figuras 38 e 39, o polimorfismo 

protéico observado nas bandas com massas moleculares superiores à 97,4 

kDa, demonstraram que essas proteínas são espécie-especificas, uma vez que 

as mesmas praticamente não se repetem nas diferentes espécies. De forma 

análoga pode-se observar que as proteínas de massas moleculares 

compreendidas entre 45 e 97,4 kDa, repetem-se na maioria das espécies, 

sugerindo que essas proteínas possam ser representativas do gênero ou de 

uma instância maior (família, ordem, etc.). 

A literatura relata que outros pesquisadores já observaram o fato 

de determinadas regiões do eletroforegrama apresentarem bandas constantes 

em diferentes espécies de um mesmo gênero, e outras regiões onde a 

presença de bandas protéicas varia, consideravelmente, entre as espécies 

(SIMONSON & SHKLAIR, 1972; TANNER, 1986; BRUNEAU & GUINET, 1989; 

COSTAS, 1995). Segundo esses autores, essa característica poderia ser útil 

na caracterização de gênero e espécies, tornando a eletroforese de proteínas 

em suporte de poliacrilamida, uma técnica que permite a discriminação de 

diferentes espécies, em função do polimorfismo das bandas. Nossos 
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resultados experimentais vem de encontro à essas considerações, ressaltando 

uma vez mais, a importância da necessidade da padronização dos 

procedimentos de extração de proteínas, que podem interferir no bandeamento 

eletroforético, e a inclusão de artifícios que permitam a avaliação da 

reprodutibilidade dos diferentes géis eletroforéticos. 

Os dados obtidos a partir dos agrupamentos das linhagens de 

Candida estudadas, com base na padronização de uma metodologia de 

extração de proteínas intracelulares, na padronização da técnica de SDS­

PAGE e na análise dos perfis eletroforéticos, demonstraram alto grau de 

concordância com a classificação interespecífica estabelecida por métodos 

convencionais, demonstrando a capacidade dessa técnica em classificar 

isolados de leveduras orais. Alternativamente, os isolados de cada espécie 

forneceram perfis reprodutíveis idênticos ou muito similares, quando 

comparados, indicando que esses perfis eletroforéticos obtidos por SDS-PAGE 

sãd características taxonômicas relativamente estáveis. Como pode ser 

observado na figura 41, o emprego de linhagens-tipo permitiu a identificação 

dos "clusters" em nível de espécie, já que as amostras agruparam-se com suas 

respectivas linhagens-tipo com coeficientes cofenéticos maiores que 0,800, 

valor considerado limítrofe no agrupamento intraespecífico entre amostras e 

linhagens-tipo (MENDONÇA-HAGLER & HAGLER, 1991; VANCANNEYT, 

1992). Esse resultado, em conformidade com os critérios estabelecidos pela 

literatura, vêm, uma vez mais, reafirmar o valor da SDS-PAGE de proteínas 

totais na identificação de amostras confrontadas com linhagens-tipo. 
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Em relação às composições dos "clusters", a técnica de 

eletroforese de proteínas totais permitiu o arranjamento dos isolados em 

grupos distintos, com coeficientes de similaridade SsM <: 0,829 para C. 

albicans, SsM <: 0,830 para C. parapsilosis, SsM <: 0,858 para C. guilliermondii, 

SsM <: 0,922 para C. tropicalis, SsM <: 0,868 para C. krusei e SsM <: 0,893 para S. 

cerevisiae. T odes incluindo suas respectivas linhagens-tipo. Nos textos de 

SNEATH (1984) e MENDONÇA-HAGLER & HAGLER (1991), os autores 

preconizam que os valores SsM mínimos que suportam o agrupamento de 

amostras dentro de uma mesma espécie, não devem ser menores que 0,800, 

ou seja, não devem apresentar menos de 80% de similaridade fenotípica. Os 

resultados obtidos apresentaram-se maiores que os valores mínimos 

propostos pela literatura, o que vem a sugerir que a técnica de SDS-PAGE 

permite um efetivo agrupamento de amostras de leveduras orais, numa mesma 

espécie, quando for procedente. Em um estudo sistemático VANCANNEYT et 

ai. (1991) agruparam, através de SDS-PAGE, seis linhagens de C. a/bicans 

com SsM <: 0,950, cinco linhagens de C. tropica/is com Ss• <: 0,880 e oito de C. 

krusei com SsM <: 0,920. Os "clusters" de C. albicans e C. tropicalis 

relacionaram-se com SsM = 0,840, e a C. krusei ligou-se a esse grupo com SsM 

= O, 760. Embora os valores dos coeficientes cofenéticos encontrados por 

esses autores sejam mais altos que aqueles encontrados por nós, tal fato pode 

ser explicado uma vez que esses autores trabalharam com amostras de maior 

diversidade, resultando num fenograma com distâncias interespecíficas 

menores e coeficientes cofenéticos de valores mais reduzidos. Pode-se 

observar que a inclusão de organismos de outros gêneros, interfere na 
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construção das árvores dos fenogramas, causando um aumento nos valores 

de similaridade intraespecífica. Isso sugere que a similaridade fenética entre 

isolados de uma mesma espécie pode ser influenciada pela quantidade de 

amostras empregadas num estudo sistemático, e pela diversidade inerente à 

natureza das mesmas. 

SHECHTER et ai. (1972), por meio de eletroforese de proteínas 

ácidas e básicas não desnaturadas, e coeficiente de associação de Jaccard 

(SJ), que exclui as combinações negativas, obtiveram um fenograma no qual 

as espécies C. albicans, C. krusei e C. parapsi/osis combinaram-se com 40% 

de similaridade. A espécie C. guilliermondii agrupou-se a esse primeiro 

"cluster" com 32% de similaridade e a C. tropica/is foi a última a juntar-se, com 

aproximadamente 25% de similaridade. Com esses resultados, os autores 

concluíram que C. krusei e C. parapsilosis são as espécies mais aparentadas, 

seguidas pela C. albicans, C. guilliermondii e C. tropicalis. Esses resultados, 

aparentemente divergentes daqueles obtidos em nossos estudos, 

demonstraram que as mesmas proteínas quando submetidas à diferentes 

sistemas eletroforéticos, comportam-se de maneiras diversas, alterando 

parcialmente a reprodutibilidade. Isso parece claro no texto de KERSTERS 

(1985), o qual demonstrou que a informação taxonômica está diretamente 

associada à técnica eletroforética, dependente - principalmente - das 

condições de preparo da amostra protéica e do princípio da separação 

eletroforética, além de outros fatores. Sob condições não desnaturantes, 

ribossomos, membranas e ácidos nucléicos ligados à proteínas são 

normalmente removidos a partir do extrato final, por centrifugação em altas 
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velocidades. A migração de proteínas preparadas nessas condições não­

desnaturantes se dá em função das massas moleculares e das cargas 

elétricas das moléculas protéicas, enquanto que a migração dessas mesmas 

proteínas, quando preparadas em meio desnaturante na presença de 

dodecilssulfato de sódio (SDS), se verifica somente com base nas diferenças 

entre as massas moleculares. Como a massa molecular de proteínas 

homólogas é uma característica mais conservada que suas cargas elétricas 

totais ou seus pontos isoelétricos, perfis eletroforéticos baseados na 

separação somente pelas massas moleculares (SDS-PAGE) devem 

teoricamente detectar maiores relações taxonômicas que aqueles baseados 

em parâmetros de carga elétrica e de massa molecular. Essa observação 

reforça a idéia de que experimentos de cunho sistemático, baseados na 

eletroforese de proteínas totais desnaturadas extraídas de leveduras, estão 

sujeitos a uma menor interferência de fatores intrínsecos, e são portanto, mais 

reprodutíveis. 

A proximidade taxonômica detectada entre C. krusei e S. 

cerevisiae formamdo um grupo com Ssu = 0,684, estando isoladas das demais 

com Ss• = 0,617, se mostrou, aparentemente pouco esperado. Resultado 

similar, no entanto, foi relatado por BARNS et ai. (1991), trabalhando com 

análise comparativa de sub-unidades ribossômicas 188. Os autores 

demonstraram que essas duas leveduras, além de Torulopsis (Candida) 

glabrata, descenderiam de um ancestral comum que teria se distanciado do 

grupo composto pelas outras espécies de Candida sp. Essa origem comum 

pode exercer influência na expressão de proteínas citoplasmáticas que 
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justificariam, de tal forma, os resultados obtidos em nossas investigações. As 

leveduras pertecentes às espécies S. cerevisiae e C. albicans já foram, no 

passado, agrupadas juntas como ascomicetos, dentro da família 

Saccharomycetaceae por meio de critérios fisiológicos, e recentes análises 

filogenéticas das sequências 18S de rRNA suportam essa relação (HENDRIKS 

et ai., 1989), o que vem a confirmar que os dados que obtivemos com a 

metodologia empregada, se apresentam como um recurso importante, em 

estudos dessa natureza. 

A análise do perfis protéicos através de SDS-PAGE é um 

instrumento que favorece a compreensão das relações existentes entre 

leveduras orais, uma vez que esse método apresenta boa reprodutibilidade e 

permite a obtenção de grande número de informações úteis para a análise 

numérica. Ainda, permite a caracterização e classificação de isolados e se 

apresenta como uma técnica relativamente simples, de baixo custo operacional 

e de alta praticabilidade. 

Os dados apresentados nessa pesquisa demonstraram, de modo 

geral, a importância de uma padronização da técnica de extração de proteínas 

intracelulares totais de linhagens de leveduras isoladas da cavidade oral, 

como pré-condição para aplicação em SDS-PAGE. Os dados obtidos pela 

análise numérica mostraram ainda que os graus de similaridade fenética 

existente entre as linhagens estudadas, expressos na forma de um fenograma 

de similaridade, são dependentes de estágios anteriores, que implicam na 

utilização de uma metodologia de extração de proteínas adequada e que 

forneça condições satisfatórias para a obtenção de um perfil protéico fidedigno 
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e de alta reprodutibilidade. Esses fatores em conjunto, sem dúvida, permitirão 

contribuir de maneira segura nos estudos de Sistemática, relações de 

afinidade fenética entre leveduras normalmente encontradas na cavidade 

bucal e biodiversidade. 

Esses resultados preliminares abrem possibilidades de estudos 

com uma maior quantidade de linhagens isoladas de diversos ecossistemas 

bucais, de indivíduos estudados isoladamente ou de populações mais 

abrangentes, devidamente classificadas segundo suas classes sócio­

econômicas, faixas etárias, etc., alvos de nossas futuras investigações. 
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CONCLUSÕES. 

Os dados obtidos nessa pesquisa, permitiram concluir que: 

1. O uso de ácido tricloroacático (TCA) como método de extração 

de proteínas de componentes intracelulares foi insatisfatório para a aplicação 

em SDS-PAGE no estudo de leveduras do gênero Candida isoladas da 

cavidade bucal. 

2. A metodologia de extração de proteínas de componentes 

intracelulares de leveduras pelo uso de ultrassom, foi satisfatória para fins de 

aplicação em SDS-PAGE, para as amostras estudadas. Esse método, porém, 

quando comparado ao do nitrogênio líquido, é ainda inferior. 

3. A técnica de extração de proteínas intracelulares totais 

baseada no congelamento pelo nitrogênio líquido se mostrou a mais adequada 

para aplicação em SDS-PAGE, com leveduras do gênero Candida isoladas da 

cavidade oral de humanos. 

4. A técnica de SDS-PAGE de proteínas intracelulares totais 

forneceu um padrão de bandeamento reprodutível, com potencial de 

expressão de bandas espécie-específicas e gênero-específicas, úteis na 

identificação e caracterização de leveduras orais. 

5. Os procedimentos de SDS-PAGE aliados a análise numérica 

dos dados, permitiram o agrupamento dos isolados em "clusters" 

representativos das espécies de Candida, para aplicação em estudos de 
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identificação de isolados clínicos, levantamentos epidemiológicos, 

biodiversidade e na sistemática. 
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SUMMARY. 

This work aimed to evaluate distincts methodologies for whole-cell 

proteins extraction of yeasts isolated from oral cavity, for application in 

polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE). Such proteins were obtained 

by disruption with glass beads, lrichloroacetic acid action, loading sample 

buffer action, sonication and cellular cryofracture by liquid nitrogen and applied 

in polyacrylamide gel electrophoresis. The profiles were analised by area 

integralization densitometry and showed that the best e/ectrophoretic profile for 

proteins were obtained by cellular cryofracture and sonication. Glass beads 

and loading sample buffer showed less satisfactories results and the 

trichloroacetic acid method was nol able to disclose applicable proleins bands 

to be used in sludies of relationships of Candida species. The experimental 

resu/ts let to the observation that the species studied by using .liquid nitrogen 

(cellular cryofracture method) showed lhe best electrophoretic profiles when 

compared to other metodologies. 

At the second par! of this work, the whole-cell proteins were obtained 

by cellular cryofracture, separated by SDS-PAGE in a discontinous gel system and 

analised by densitometry of peaks detection. The migration dislance values (Ris) 

were converted in binominal data lha! after computer-process, gave the phenetic 

similarities among lhe different strains wilhin lhe sarna species and among the 

different species within the same genera. The results obtained alowed to cluster the 

different strains and species by their phenetic similarities, giving c/usters composed 
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uniquely by specimen of lhe same species. This result suggests that lhe numerical 

analysis of characteristics based on electrophoregrams of whole-cell proteins of oral 

yeasts is a tool with great discriminately potential in studies of identification, 

sistematics and biodiversity. 
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APÊNDICE. 

1. Linhagens empregadas. 

As linhagens de Candida oriundas da cavidade oral foram 

conseguidas junto ao Laboratório de Microbiologia e Imunologia da Faculdade 

de Odontologia de São José dos Campos (UNESP), com o Prol. Dr. Antonio 

Olavo Cardoso Jorge. 

Candida albicans: F.72, 97.a, 17.b, e E.37 

Candida krusei: 4.c, e 1M.90 

Candida tropicalis: FCF.430, e 1.b 

Candida parapsilosis: 21.c, e 7 .a 

Candida guilliermondii: FCF.152, e FCF.405 

As linhagens-tipo empregadas na investigação foram obtidas 

junto à Fundação Tropical de Pesquisas e Tecnologia "André Tosello", em 

Campinas, S.P. 

Candida albicans: CBS.562 

Candida krusei: CBS.573 

Candida tropicalis: CBS.94 

Candida parapsilosis: CBS.604 

Candida guilliermondii: CBS.566 

Saccharomyces cerevisiae: CBS.1171 (neotype) 
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2. Meios de cultura. 

2.1. Meio completo para leveduras (MCL) 

peptona ...................................... 1 O g 

extrato de levedura ..................... 1 O g 

glucose ....................................... 20 g 

fosfato bibásico de potássio ........ 0.5 g 

ágar ............................................ 20 g 

água destilada ................ qsp 1000 ml 

Adicionar todos os componentes da formulação à água, em 

ebulição. Uma vez dissolvidos os componentes, fracionar alíquotas de 1 O ml, 

em tubos de cultura e autoclavar a 120 °C, sob 1 atm, por 20 minutos. Inclinar 

os tubos enquanto o meio estiver liquefeito. 

2.2. Yeast peptone dextrose (YPD) 

extrato de levedura ..................... 1 O g 

peptona ..................................... 20 g 

glucose ....................................... 20 g 

água destilada ............... qsp 1 000 ml 

Adicionar todos os componentes da formulação à água, sob 

agitação. Uma vez dissolvidos os componentes, fracionar alíquotas de 50 ml, 

em frascos de Erlenmeyer e autoclavar a 120 °C, sob 1 atm, por 20 minutos. 
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3. Soluções para eletroforese. 

3.1. Componentes acrilícos: acrilamida/Bis (30% T; 2,6% C) 

acrilamida .................................... 73 g 

Bisacrilamida ................................. 2 g 

Adicionar os componentes a 250 ml de água destilada e agitar 

até completa dissolução. Filtrar e armazenar em frasco âmbar, em refrigerador. 

3.2. Tampão do gel separador (running gel) 

Tris ...................................... ..45,75 g 

Dissolver o Tris em 60 ml de água destilada previamente 

aquecida. Após o resfriamento, titular com HCI concentrado até pH 8,9. 

Completar o volume até 100 ml. Armazenar em frasco âmbar e temperatura 

ambiente. 

3.3. Tampão do gel concentrador (stacking gel) 

Tris ....................................... 7,475 g 

Dissolver o Tris em 50 ml de água destilada previamente 

aquecida. Após o resfriamento, titular com HCI concentrado até pH 6,8. 

Completar o volume até 100 ml. Armazenar em frasco âmbar e temperatura 

ambiente. 

3.4. SDS 10% 

SDS ........................................... 10 g 
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Dissolver o SDS em qsp 1 00 ml de água destilada, sem muita 

agitação. Armazenar em temperatura ambiente. 

3.5. Persulfato de amônia 10% 

persulfato de amônia ................. O, 1 g 

Dissolver o persulfato em qsp 1 ml de água destilada. Preparar 

no momento do uso. 

3.6. Solução de ácido tricloroacético 20% 

ácido tricloroacético ................... 20 g 

Dissolver o ácido tricloroacético em qsp 100 mL de água 

destilada. 

3. 7. Tampão de tanque, pH8,9 

Tris .......................................... 6,32 g 

glicina ...................................... 3,99 g 

SDS 10% ................................. 10 mL 

água destilada ............... qsp 1000 ml 

Dissolver os componentes da formulação no momento do uso. 

3.8. Gel concentrador 4,5% 

Tris-HCI pH 6,8 ........................ 1 ,5 mL 

solução de acrilamida ............. 2,25 mL 

persulfato de amônia 10% ......... 50 I!L 
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TEMED ..................................... 10 ~L 

SDS 10% ................................ 200 ~L 

água destilada ...................... 11, 15 mL 

Formulação suficiente para dois géis de 140x160x0,75 mm. 

3.9. Gel separador 

Tris-HCI pH 8,9 ........................... 3 mL 

solução de acrilamida ............. 12.5 mL 

persulfato de amônia 1 0% ......... 1 00 ~L 

TEMED ....................................... 10 ~L 

SDS 1 0% ................................... 200 ~L 

água destilada ......................... 14,3 mL 

Formulação suficiente para dois géis de 140x160x0,75 mm. 

3.1 O. Solução fixadora 

ácido sulfosalicílico .................. 12,5 g 

água destilada ................. qsp 100 mL 

3.11. Solução descorante 

metano!. ................................ .45 mL 

ácido acético .......................... 1 O mL 

água destilada ...................... .45 mL 
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3.12. Solução corante 

Coomassie blue G 250 ......... 1 00 mg 

solução descorante .............. 1 00 mL 

3.13. Tampão extrator de BRUNEAU & GUINET (1989) 

2-mercaptoetanol.. ............... 2.5 mL 

808 ......................................... 1,5 g 

azul de bromofenoi. ............. 0,025 g 

glicerol ..................................... 5 mL 

Tris 5 mM ................... qsp 100 mL 

3.14. Tampão extrator de ALFENAS et ai. (1991) 

2-mercaptoetanol ..................... 2 mL 

808 ............................................ 2 g 

azul de bromofenoi .............. 0,025 g 

glicerol ..................................... 5 mL 

Tris-HCI pH 6.8 .............. qsp 100 mL 

3.15. Tampão extrator de VANCANNEYT et ai. (1991) 

2-mercaptoetanol.. ................... 5 mL 

azul de bromofenoi .............. 0,025 g 

glicerol ................................... 10 ml 

Tris ......................................... 0,75g 
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água destilada .............. qsp 1 ao ml 

3.16. Tampão extrator de WRIGHT et ai. (1989) 

2-mercaptoetanol. .................... 5 ml 

SDS .......................................... Ag 

azul de bromofenoi. ............... 0,02 g 

glicerol. .................................. 1 O ml 

Tris-HC1100 mM ........... qsp 100 ml 
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