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Resumo 
 

 

Ao longo da última década, a incidência de Candida 

parapsilosis em casos de fungemia tem vindo a aumentar 

significativamente. Vários estudos epidemiológicos 

apontam C. parapsilosis como a segunda espécie de 

Candida mais isolada em infeções sistémicas. As terapias 

para fungemia englobam um número reduzido de fármacos 

em que os mais utilizados são os azoles. Embora C. 

parapsilosis não seja considerada particularmente propensa 

a desenvolver resistência a antifúngicos, estudos realizados 

na última década sugerem que a sua baixa sensibilidade às 

equinocandinas e a continuada exposição aos azoles, pode 

vir a tornar-se motivo de preocupação clínica, uma vez que 

muito pouco se sabe acerca da cinética de aquisição de 

resistência. Estudos in vitro, indicam que C. parapsilosis 

adquire a resistência aos azoles de forma irreversível, no 

entanto, o mecanismo molecular responsável por esta 

resistência é díspar entre os diferentes azoles. Assim, 

enquanto após exposição ao fluconazole e voriconazole, o 

mecanismo desenvolvido por C. parapsilosis envolveu 

mutações gain-of-function no factor de transcrição MRR1, o 

que foi responsável pela sobreexpressão das bombas de 

efluxo, MDR1; a exposição ao posaconazole, conduziu a 

uma sobreexpressão dos genes ERG, responsáveis pela 

biossíntese do ergosterol. Para além destes, verificou-se 

também a sobreexpressão dos factores de transcrição, 

NDT80 e UPC2. Assim, de modo a compreender a actuação 

destes fatores de transcrição na resistência aos azoles, 

procedeu-se à deleção dos genes NDT80 e UPC2 na estirpe 

parental susceptivel e na estirpe resistente ao posaconazole, 

utilizando a ferramenta molecular SAT-Flipper. A deleção 

dos genes UPC2 e NDT80 alterou o fenótipo da estirpe 

resistente para susceptivel devido a uma redução acentuada 

da expressão dos genes ERG. A deteção de sequências 

consensus, anteriormente descritas como reconhecidas pelos 

factores de transcrição Ndt80 e Upc2, nos promotores dos 

genes ERG demonstra que a expressão destes genes é 

controlada por estes factores de transcrição. Neste trabalho, 

ficou assim demonstrada a importância dos factores de 

transcrição Ndt80 e Upc2 na resistência aos azoles, através 

da regulação dos genes envolvidos na biossíntese do 

ergosterol. 
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In the past decade, an increasing of fungemia caused by C. 

parapsilosis has been reported. According to 

epidemiological studies, C. parapsilosis ranks as second 

cause of fungemia. However, few antifungal drugs are 

available in medical practice. Azoles are commonly used, 

due to their broad spectrum and effectiveness. C. 

parapsilosis is not particularly prone to develop antifungal 

resistance, however recent studies point that its low 

susceptibility to echinocandins and its continuous exposure 

to azoles, can become a concern in clinical practice, since 

the knowledge about the mechanisms developed to acquire 

resistance is scarce. In vitro studies points out that the 

acquisition of azole resistance in C. parapsilosis is 

irreversible, however the molecular mechanisms triggered 

after azoles exposure are distinct among azoles. While 

fluconazole and voriconazole exposure resulted in gain-of-

function mutations in the transcription factor MRR1, 

responsible for efflux pumps overexpression, MDR1; 

posaconazole exposure triggered ERG genes 

overexpression, which increased ergosterol biossynthesis. 

Beyond this, also NDT80 and UPC2 transcription factors 

were also overexpressed. Thus, in order to understand the 

role and mode of action of these transcription factors in the 

azole resistance, NDT80 and UPC2 genes were knockout in 

a susceptible parental strain and in posaconazole resistant 

strain, using SAT–Flipper molecular tool. UPC2 and NDT80 

genes deletion in the posaconazole resistant strain resulted 

in an alteration of azole susceptibility phenotype from 

resistant to susceptible, due to a drastic reduction in ERG 

genes expression. Furthermore, the detection of consensus 

core sequences on the promoters of ERG genes, previously 

described as being recognized by the transcriptions factors 

Ndt80 and Upc2, revealed that expression of ERG genes is 

controlled by Ndt80 and Upc2 transcription factors. In this 

study, we unveil the important role of Ndt80 and Upc2 

transcription factors in azole resistance, through the 

regulation of genes involved in ergosterol biossynthesis. 
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(c). A segunda cópia do gene foi deletada seguindo o mesmo procedimento. 
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resistente ao posaconazole BC014R_PSC utilizando a cassete SAT1-Flipper. A 

confirmação da deleção foi realizada por PCR com a amplificação de fragmentos de 1.1 kb 

nas estirpes upc2Δ (linha 3) e ndt80Δ (linha 4). Como controlo positivo, o mesmo PCR 

amplificou as regiões adjacentes e os genes UPC2 (linha 5) e NDT80 (linha 6) na estirpe 

parental BC014R_PSC. A confirmação da deleção na estirpe upc2Δ/ndt80Δ seguiu o 

mesmo protocolo. A linha 1 representa o controlo negativo e a linha 2 o marcador 

molecular (NZYDNA Ladder III). 

 

Figura 6. Os genes UPC2 e NDT80 estão envolvidos na resistência aos azoles em C. 

parapsilosis. A expressão dos genes ERG11, ERG25, ERG2 e ERG4 foram analisados por 

qRT-PCR na estirpe BC014R_PSC e nos mutantes EF8, EF12 e EF14. O gene TUB4 foi 

usado como gene normalizador. Os níveis de expressão apresentados correspondem à 

média de cinco ensaios diferentes. 

 

Figure 7. Curva de crescimento do mutante ndt80Δ e da estirpe BC014_RPSC em 

meio YPD. Medições da densidade óptica (DO), a 600 nm que foram realizadas de hora a 

hora. 

 

Figura 8. Alteração morfologica das células de C. parapsilosis resultantes da deleção 

do gene NDT80. Observação ao microscopio otico (amplificação 40x). A estirpe ndt80Δ 

apresenta um fenótipo rugoso, compostas maioritariamente por células alongadas e 

pseudohifas. 
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1. Candida parapsilosis: um fungo patogénico emergente 

1.1. Considerações gerais 

As leveduras pertencentes ao género Candida são fungos unicelulares, ubíquos, e 

geralmente considerados agentes patogénicos oportunistas 1. São leveduras saprófitas, 

comensais, que colonizam a pele e as mucosas, fazendo parte da microflora humana. 

Encontram-se no trato respiratório superior, trato gastrointestinal, cavidade oral ou vaginal, 

sem causar nenhum dano. No entanto, por desequilíbrio do sistema imunológico, podem 

tornar-se patogénicas, provocando candidíases que vão desde infeções superficiais de 

mucosas a infeções sistémicas do sangue e do líquido cefaloraquidiano 2,3. 

C. parapsilosis foi isolada pela primeira vez por Asford em 1928, de um doente com 

diarreia em Porto Rico. Inicialmente foi catalogada como pertencendo à espécie Monila 

por ser incapaz de fermentar maltose. O termo parapsilosis, atribuido por Asford, surgiu de 

modo a distingui-la de outros isolados mais frequentes, tendo sido mais tarde designada de 

Candida parapsilosis. C. parapsilosis foi considerada uma levedura não patogénica. Em 

1940, esta perspectiva mudou após ter sido identificada como o agente causador de 

endocardite num consumidor de drogas por via intravenosa 4,5. Desde então, C. 

parapsilosis tem vindo a sofrer várias alterações a nível da sua classificação filogenética.  

Em virtude da sua heterogeneidade, a espécie C. parapsilosis foi dividido em três grupos 

com base em polimorfismos aleatórios do DNA, e morfotipagem 6,7. Em 2005 foi proposto 

por Tavanti et al. 7 que o complexo C. parapsilosis sensu lato passasse a ser composto por 

três espécies estreitamente relacionadas denominadas de C. parapsilosis sensu stricto, C. 

orthopsilosis, e C. metapsilosis. Estas espécies têm sido alvo de vários estudos 

epidemiológicos nos últimos anos 8,9 e podem apresentar diferenças relativamente à 

suscetibilidade antifúngica e virulência.  

Morfologicamente, C. parapsilosis apresenta células de diversas formas: ovais, redondas e 

cilíndricas, formando colónias cremosas, brilhantes, lisas ou rugosas, mas sempre de cor 

branca. Ao contrário de Candida albicans, C. parapsilosis não forma hifas verdadeiras, 

mas sim pseudohifas 5. Evidências recentes apontam que a formação de pseudohifas está 

relacionada com disponibilidade de aminoácidos, particularmente a citrulina.  
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O fenótipo da colónia está directamente associada ao tipo de células que a compõem. 

Assim, a colónia lisa é formada por leveduras enquanto as colónias concêntricas ou crepe 

são compostas por pseudohifas 2. 

1.2.  Prevalência 

Comparativamente a outras espécies do género Candida, C. parapsilosis apresenta uma 

distribuição ubíqua, tendo sido isolada de diversas fontes, não estando por isso restrita ao 

hospedeiro humano 4. 

Ao longo da última década, a incidência da espécie C. parapsilosis em casos de fungemia 

tem vindo a aumentar significativamente. De facto, vários estudos epidemiológicos 

apontam C. parapsilosis como a segunda espécie de Candida mais isolada em infeções 

sistémicas 5,10,11. 

Infeções por C. parapsilosis afetam principalmente indivíduos com o sistema imunológico 

debilitado, em particular neonatos, doentes transplantados e/ou sujeitos a nutrição 

parenteral, doentes internados em unidades de queimados ou em unidades de cuidados 

intensivos 12,13. Também já foram reportados surtos de C. parapsilosis associada a cateteres 

de diálise 14 e válvulas cardíacas prostéticas 15.  

Em neonatos, a maior incidência de fungemia verifica-se em prematuros de baixo peso e 

recém-nascidos que requerem acompanhamento médico em unidades de cuidados 

intensivos. Os prematuros possuem altas taxas de colonização por Candida em comparação 

com crianças nascidas a termo, tendo sido estabelecido que a colonização com Candida é 

inversamente proporcional à idade gestacional. A colonização por Candida em neonatos e 

consequente disseminação sistémica resulta em elevadas taxas de morbilidade e 

mortalidade 16. Assim, C. parapsilosis está entre as causas mais comuns de fungemia, 

estando associada a taxas de mortalidade entre os 28-59% 13. 

C. parapsilosis pode ser isolada nas mãos dos prestadores de cuidados de saúde e, por este 

motivo tem sido responsável por vários surtos de infeções, tornando-se assim uma espécie 

de interesse clínico crescente. Em alguns casos, a incidência de fungemia causada por C. 

parapsilosis é semelhante ou excede a de C. albicans 12,17,18. Surtos periódicos de fungemia 

em unidades pediátricas causados por C. parapsilosis têm sido descritos em Espanha 12, em 

Itália 19 e nos Estados Unidos4.  

Neste último, espécies do género Candida constituem a quarta causa de infecções 

invasivas, sendo a espécie C. parapsilosis o terceiro agente causador de sepsis neonatal 20. 
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Segundo Trofa et al. 5, C. parapsilosis tem adquirido importância epidemiológica na 

Europa, Ásia e América do Sul, tendo-se verificado um aumento significativitivo da taxa 

de incidência desde 1990, sendo a sua taxa de incidência de 15.5% na América do Norte, 

16.3% na Europa e 23.4% na América Latina. 

Em Portugal, dados provenientes de um estudo sobre fungemia realizado no Hospital S. 

João, Porto, mostraram que este tipo de infeções foi detetado em 3,17 dos casos por 1,000 

doentes/dia. O género Candida foi identificado como o quarto agente mais isolado nas 

hemoculturas, do qual as espécies mais prevalentes foram: C. albicans (35%), C. 

parapsilosis (25,6%) e C. tropicalis (12,8%) 11.  

 

1.3. Factores de Virulência 

As intervenções cirúrgicas e o aumento da natureza invasiva dos cuidados médicos, 

acompanhada do uso de cateteres ou outros dispositivos intravenosos, constituem uma 

oportunidade para a disseminação de microorganismos e formação de biofilmes 21. 

Em C. parapsilosis estão descritos diversos fatores de virulência que incluem, a capacidade 

de adesão às células dos hospedeiros, a produção de enzimas hidrolíticas (lipases, 

proteases) e a formação de biofilmes 22.  

A produção de enzimas hidrolíticas, nomeadamente lípases, representa um fator de 

virulência característico de várias estirpes do género Candida. Em C. albicans foram 

identificados 10 genes que codificam para lípases. Apenas dois genes foram identificados 

em C. parapsilosis (CpLIP1 e CpLIP2) como regiões codificantes para proteínas ativas, 

tendo sido demonstrado o seu papel na patogénese 23. Em C. parapsilosis, as lípases foram 

relacionadas com o aumento da virulência, uma vez que reduzem a fagocitose da levedura 

por macrófagos circulantes, contribuindo também para a formação de biofilmes 24.  

As proteinases são enzimas características de estirpes fúngicas patogénicas. Estão muito 

bem descritas no género Candida, nomeadamente em C. albicans 25. Nesta levedura 

contribuem para a degradação de proteínas do hospedeiro, com o objetivo de utilizar o 

nitrogénio daí resultante para o seu próprio metabolismo. Permitem ainda que a levedura 

degrade e desestabilize a membrana celular e algumas moléculas do sistema imunológico 

do hospedeiro (imunoglobulinas), permitindo a adesão e invasão celular 26. 

O principal fator associado à patogenicidade do género Candida deve-se à sua capacidade 

de proliferar formando biofilmes 27. O biofilme constitui uma estrutura mais resistente aos 



4 

 

antifúngicos, comparativamente às células planctónicas. Representam um problema de 

saúde pública, por serem capazes de se desenvolver em superfícies não orgânicas, 

nomeadamente em dispositivos médicos implantados, sendo extremamente refratários à 

terapia antimicrobiana 28. 

Os biofilmes são estruturas compostas por microrganismos envolvidos por uma matriz de 

polissacarídeos, constituem comunidades complexas, interdependentes, podendo formar-se 

em qualquer superfície. Estes podem ser constituidos por microrganismos da mesma 

espécie, ou de diferentes espécies microbianas. Os microrganismos que se agregam em 

biofilmes fazem-no como estratégia ecológica, uma vez que o biofilme fornece proteção 

contra fatores ambientais, proporcionando maior disponibilidade de nutrientes, cooperação 

metabólica e troca de elementos genéticos, podendo constituir a principal forma de 

crescimento de microrganismos na natureza 27,28. 

A formação de biofilme em C. albicans foi bem caracterizada e ocorre em várias etapas. O 

primeiro passo envolve a adesão da levedura a uma superfície, o qual é seguido por um 

período de crescimento celular, ou iniciação de biofilme. Durante a fase de maturação, as 

hifas são produzidas e as células ficam envolvidas por uma matriz extracelular. A etapa 

final é a dispersão, que ocorre quando as leveduras se desprendem do biofilme e 

disseminam pela corrente sanguínea, podendo colonizar outros locais no hospedeiro 27. 

Uma vez que C. parapsilosis não forma hifas verdadeiras, os biofilmes consistem numa 

densa rede de células leveduriformes e pseudohifas envolvidas em grandes quantidades de 

carbohidratos 29.  

 

1.4. Terapia antifúngica  

Relativamente às infeções fúngicas na prática clínica, um dos grandes desafios reside no 

facto de haver limitações quanto à segurança dos fármacos, resistência, e perfis de 

efetividade. As terapias atuais para micoses invasivas englobam um número reduzido de 

fármacos em que os mais utilizados são a anfotericina B, fluconazole e itraconazole. No 

entanto, verifica-se um aumento do uso das equinocandinas como agentes terapêuticos 30. 

Apesar da pesquisa para o desenvolvimento de novas estratégias terapêuticas, apenas 4 

classes de antifúngicos são utilizados para o tratamento de infeções fúngicas sistémicas, 

incluindo infeções por C. parapsilosis 31. 
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A classe dos polienos engloba mais de cem compostos diferentes, embora os mais usados 

na prática clinica sejam a anfotericina B, nistatina e natamicina, uma vez que são os que 

possuem toxicidade clínica permitida. A ação antifúngica destes compostos, 

particularmente a anfotericina B é baseada na formação de complexos entre as moléculas 

do antifúngico com o ergosterol da membrana celular gerando alterações drásticas de 

permeabilidade membranar resultante da formação de canais de porinas, que conduzem à 

lise celular 30,32. 

A aquisição de resistência aos polienos é rara, especialmente em estirpes do género 

Candida, uma vez que estes compostos possuem pouca solubilidade e elevada toxicidade. 

Embora, os mecanismos de resistência ainda não estejam estudados especula-se que a 

resistência poderá ocorrer por: i) alteração dos esteróis da membrana celular; ii) aumento 

de atividade das catalases, com perda de susceptibilidade aos danos oxidativos; iii) 

mutações nos genes envolvidos na biossíntese do ergosterol, como o gene ERG3 e ERG6; e 

iv) alteração no rácio dos esteróis 32.  

As flucitocinas são compostos análogos à base azotada pirimidina. Estes compostos entram 

nas células fúngicas através de transportadores específicos e ativam várias enzimas. Desta 

activação resulta a inibição da síntese do DNA e RNA, ficando a divisão celular 

severamente comprometida 32. Algumas leveduras possuem resistência intrínseca às 

flucitocinas causada por mutações na enzima citosina permease, as quais reduzem 

significativamente a entrada destes compostos para o interior da célula. Por outro lado, 

mutações nas enzimas citosina desaminase ou uracilo fosforribosil transferase promovem 

alterações no metabolismo da flucitosina, constituindo assim um mecanismo de resistência 

adquirida 32. 

As equinocandinas (micafungina, caspofungina e anidulafungina) inibem, especificamente, 

a síntese da parede celular. A ação destes compostos envolve a inibição não competitiva da 

enzima β- 1,3-glucano sintetase. Esta enzima é fundamental na estrutura e função da 

parede celular fúngica, e a sua inibição origina a formação de uma parede celular 

deficiente que pode culminar na rutura e lise das células fúngicas leveduriformes e no 

crescimento de hifas aberrantes em fungos filamentosos 32,33. O mecanismo de resistência 

mais comum às equinocandinas é a alteração da afinidade das equinocandinas para a 

enzima β-1,3-glucano sintetase, que ocorre devido ao aparecimento de mutações no gene 

que codifica para esta enzima 34,35. 
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Por último, a classe dos azoles é a mais utilizada na prática clínica. O fluconazole (FLC), 

voriconazole (VRC) e posaconazole (PSC) são alguns dos fármacos pertencentes a esta 

classe. Os azoles têm como alvo a via biossintética do ergosterol através da inibição direta 

da enzima lanosterol 14α-demetilase, codificado pelo gene ERG1136. A inibição da enzima 

lanosterol 14α-demetilase pelos azoles resulta na desregulação da via biossintética do 

ergosterol e na acumulação de 14αmetilergosta-8,24-dieno-3β,6α-diol (14α-metil-3,6-diol). 

Este composto é um esterol metilado que inibe o crescimento das células fúngicas. 

Alterações na via biossintética, que têm como objetivo evitar a acumulação deste esterol, 

constitui um dos mecanismos de resistência a este tipo de antifúngicos 30,36,37. 

 

1.5. Resistência antifúngica de C. parapsilosis aos Azoles 

As leveduras, tal como todos os outros microrganismos, adaptam-se às condições 

ambientais. Em situações onde estão expostas a pressões seletivas, desencadeiam 

mecanismos de resposta de modo a superar o stress. Deste modo a resistência antifúngica 

representa uma resposta adaptativa ao stress causado pela exposição a um determinado 

antifúngico38,39.  

O desenvolvimento de resistência deriva de alterações genéticas que se destinam a 

neutralizar os efeitos fungicidas ou fungistáticos dos antifúngicos. Dependendo do tipo de 

antifúngico, a resistência pode ser estabelecida através da: i) redução da acumulação do 

fármaco no interior da célula fúngica; ii) diminuição da afinidade do antifúngico à proteína 

alvo; iii) alteração do metabolismo 38,39.  

A resistência aos antifúngicos resulta no aumento das taxas de morbilidade e mortalidade 

especialmente na população imunocomprometida 32,40. A resistência clínica é definida 

como a persistência ou progressão de uma infeção, apesar da terapia antimicrobiana 

adequada. A resistência é considerada primária quando o organismo é resistente ao 

fármaco antes da exposição, enquanto a resistência secundária é aquela que se desenvolve 

em resposta à exposição ao fármaco. No caso de C. parapsilosis, o aparecimento de 

resistência aos azoles resulta da exposição ao longo dos últimos anos, por indicação 

terapêutica 28. 

Muito pouco se sabe acerca da cinética de aquisição de resistência em C. parapsilosis. 

Embora C. parapsilosis não seja considerada particularmente propensa a desenvolver 

resistência a antifúngicos, estudos realizados na última década sugerem que a sua baixa 



7 

 

sensibilidade às equinocandinas e a exposição continuada aos azoles pode vir a tornar-se 

motivo de preocupação clínica, isto porque o fluconazole é a terapia de escolha no 

tratamento de candidemias 41,42.  

Vários estudos têm sido realizados nos últimos anos com a finalidade de explorar os 

mecanismos moleculares responsáveis pela resistência aos azoles, em isolados clínicos. Em 

C. albicans, as alterações moleculares que conduzem ao desenvolvimento de resistência 

aos azoles resumem-se em quatro mecanismos distintos (Figura 1): 

 Alterações na expressão do alvo dos azoles. Em C.albicans a exposição aos azoles, 

mesmo que de curta duração conduz à sobrexpressão do gene ERG11, que 

codificam para a enzima alvo, lanosterol 14α-demetilase. O excesso de produção de 

moléculas alvo reduz significativamente a acção fungistástica dos azoles 

conduzindo à resistência 39,43. 

  Efluxo ativo de fármacos resultante da sobrexpressão de genes que codificam para 

as bombas de efluxo, nomeadamente o CDR1, CDR2 e MDR1, que realizam o 

transporte ativo dos azoles para o meio extracelular 44–46. 

 Mutações pontuais do gene ERG11 que codifica para a enzima alvo dos azoles. 

Estas mutações são responsáveis pela diminuição ou perda de afinidade entre o 

fármaco e a enzima alvo 39. 

 Alterações da via biossintética do ergosterol, nomeadamente em genes ERG, que 

culminam no aumento da síntese do ergosterol, dificultando deste modo a 

penetração do fármaco para o meio intracelular 44,46. 
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Figura 1. Figura 1. Mecanismos de resistência aos azoles em C. albicans 39: sobrexpressão do gene 

ERG11, que codifica para a molécula alvo dos azoles; mutações pontuais do gene ERG11; efluxo ativo de 

fármacos resultante da sobrexpressão de genes que codificam para as bombas de efluxo; alterações da via 

biossintética do ergosterol, nomeadamente nos genes ERG, que culminam no aumento do ergosterol 

membranar dificultando a penetração do fármaco para o meio intracelular. 
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1.5.1. A Biossíntese do ergosterol 

 

Sendo a via biossintética do ergosterol um processo que está envolvido na resistência aos 

azoles, torna-se muito importante compreender os processos envolvidos na síntese do 

ergosterol celular. 

Os esteróis são moléculas essenciais ao funcionamento celular, actuando como reguladores 

da fluidez e permeabilidade da membrana, da morfologia celular, actividade enzimática, e 

influenciando a taxa de crescimento celular. O ergosterol é o esterol predominante na 

membrana dos fungos e a sua perda resulta em lise celular. O ergosterol corresponde ao 

colesterol em células animais e ao fitoesterol nas plantas 47. 

Vários antifúngicos têm como alvo produtos de genes que actuam na via biossintética do 

ergosterol. Em resposta ao stress provocado pelos antifúngicos os microrganismos 

desenvolvem mecanismos compensatórios de modo a anular o efeito inibitório dos 

antifúngicos possibilitando a recuperação de funções celulares comprometidas 48. Esses 

mecanismos compensatórios envolvem alterações em passos específicos da biossíntese do 

ergosterol composta por enzimas codificadas pelos genes ERG 36,45,49. 

Em Saccharomyces cerevisiae o processo de biossíntese do ergosterol é anaeróbico (Figura 

2), embora seja necessária a presença de oxigénio para que ocorra a desmetilação do 

lanosterol. Sob condições anaeróbicas, a biossíntese do ergosterol inicia-se com a síntese 

da acetoacetil acetil-coenzima A (CoA) 50. Posteriormente, ocorre a conversão da 

acetoacetil-CoA para hidroximetilglutaril-CoA (HMGCoA) pelo ERG13 51. 

Posteriormente, dá-se a catalização da mevalonato cinase, que é codificada pelo gene 

ERG12 52. O ERG8 codifica para a fosfomevalonato cinase 53 e o ERG19 codifica a 

mevalonato pirofostato descarboxilase que converte o mevalonato pirofosfato em 

isopentenil pirofosfato 54,55. O passo seguinte envolve a conversão do isopentenil 

pirofosfato em dimetilalil pirofosfato. O dimetilalil pirofosfato é convertido em farnesil e 

geranil pirofosfato 56,57.  

A segunda etapa para a formação do ergosterol inicia-se com a enzima esqualeno sintetase, 

produto do gene ERG9, que vai combinar duas moléculas de farnesil pirofostato para 

formar esqualeno 58. A enzima esqualeno epoxidase é codificada pelo gene ERG1 e 

converte o esqualeno em 2,3-oxidoesqualeno. Este passo requer oxigénio 59. O próximo 

passo é a conversão 2,3-oxidoesqualeno em lanosterol com o auxílio da enzima lanosterol 

sintetase, que é produto do gene ERG7 60.  
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Nesta fase da via biossintética, encontra-se formada uma molécula de esterol. Um bloqueio 

enzimático resultante da acção antifúngica nesta fase leva à acumulação de vários esteróis 

com estruturas anómalas 61. 

A enzima 14-alfa-demetilase é codificada pelo gene ERG11. O gene ERG11 em C. 

albicans é composto por 528 aminoácidos e possui um centro ativo que está localizado no 

interior da proteína. O substrato interage com um canal de acesso longo e, em seguida, é 

desmetilado 62–65. As moléculas dos azoles interrompem este processo e inibem a síntese 

do ergosterol. Mutações no gene ERG11 que alterem a sequência de aminoácidos da 

proteina, e possivelmente a conformação da proteína, contribuem para a diminuição da 

afinidade entre os azoles e o seu alvo, conduzindo à resistência antifungica 66.  

Um outro passo da biossíntese do ergosterol envolve a conversão do 4,4-dimetilcolesta-

8,14,24-trienol em 4,4-dimetilcolesta-8,24-dienol relizada pela enzima C-14-redutase, 

codificada pelo gene ERG24 61. Os genes ERG25 e ERG26 codificam as enzimas esterol 

C-4-redutase e o esterol C-3-desidrogenase que vão fazer a conversão do 4,4-

dimetilcolesta-8,24-dienol em 4-metilzimosterol. Nesta fase ocorrem várias metilações 

complexas. O zimosterol resulta da desmetilação do C-4 e serve de substrato para a esterol 

C-24-metiltransferase (codificada pelo gene ERG6) levando à formação do fecosterol. A 

enzima C-8-isomerase, codificada pelo gene ERG2, permite a conversão do fecosterol em 

episterol. De seguida com o auxílio do produto do gene ERG3, ocorre a formação do 

ergosta-5,7,24(28)-trienol. A enzima C-22 esterol-desnaturase (codificada pelo gene 

ERG5) vai converter o ergosta-5,7,24 (28)-trienol em ergosta-5,7,22,24(28)-tetraenol. A 

produção do ergosterol resulta da acção do C-24 redutase, uma enzima codificada pelo 

gene ERG4 61. 
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Figura 2. A via biossintética do ergosterol em S. cerevisiae conduz à transformação do acetil CoA em 

ergosterol, por acção de enzimas codificadas pelos genes ERG (Silva et al. 2011). 
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1.6. O papel dos fatores de transcrição NDT80 e UPC2 na resistência 

aos Azoles 

Durante o tratamento prolongado com antifúngicos ocorre frequentemente o aparecimento 

sequencial de diferentes mecanismos de resistência, que atuam em sinergismo originando o 

desenvolvimento de estirpes altamente resistentes aos azoles 67.  

De modo a perceber quais os mecanismos de resistência desenvolvidos por exposição 

continuada aos azoles, uma estirpe clínica de C. parapsilosis (BC014) suscetível foi 

diariamente incubada com concentrações séricas de posaconazole, voriconazole e 

fluconazole 68.  

Verificou-se que a exposição ao fluconazole e ao voriconazole confere resistência cruzada 

a ambos os fármacos, mas não ao posaconazole para o qual, apesar do valor CIM 

(Concentração Mínima Inibitória) ter aumentado quatro diluições, o fenótipo susceptível 

manteve-se. Em contrapartida, a estirpe exposta diariamente ao posaconazole desenvolveu 

resistência cruzada aos três azoles, apresentando valores de CIM elevados: FLC – 128 μg 

ml; VRC – 16 μg ml e PSC – 32 μg ml 45.  

Assim, a partir da indução in vitro de resistência aos azoles na estirpe BC014, surgiram 3 

estirpes, BC014R_FLC, BC014R_VRC e a BC014R_PSC, com perfis de susceptibilidade 

distintos. Os valores de CIM para a estirpe BC014R_FLC foi de 128/R para o fluconazole, 

4/R para o voriconazole e 0.03/S para o posaconazole, enquanto para a estirpe 

BC014R_VRC os valores de CIM foram de 128/R para o fluconazole, 4/R para o 

voriconazole e 0.5/S para o posaconazole. Já para a estirpe BC014R_PSC os valores de 

CIM foram de 128/R ao fluconazole, 16/R ao voriconazole e 32/R ao posaconazole68. Para 

perceber quais os mecanismos moleculares responsáveis pelo aparecimento de resistência 

aos azoles efectuou-se a análise comparativa do transcriptoma das três estirpes 

relativemante à estirpe controlo BC014 45. Nas estirpes BC014R_FLC e BC014R_VRC 

verificou-se que a resistência antifúngica estava relacionada com o aumento de expressão 

do gene MDR1, que codifica para bombas de efluxo, e seu regulador, o factor de 

transcrição MRR1. Esta sobrexpressão estava directamente associada com mutações gain-

of-function no MRR1, as quais são responsáveis pela expressão constitutiva do factor de 

transcrição e, consequentemente, do seu gene alvo, o MDR1 69. A extrusão do antifúngico 

pelas bombas de efluxo impede a sua acumulação intracelular, evitando os seus efeitos 

tóxicos 45. 
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Por outro lado, na estirpe BC014R_PSC detectou-se uma sobrexpressão dos genes da via 

biossintética do ergosterol, nomeadamente os genes ERG6 e ERG11. Acompanhando a 

sobrexpressão dos genes ERG, verificou-se a sobrexpressão dos factores de transcrição 

NDT80 e UPC2 45.  

O fator de transcrição NDT80 foi identificado em C. albicans como sendo um dos fatores 

de transcrição regulador dos genes ERG, através de ligação aos seus promotores. Em C. 

albicans o gene NDT80 é crucial para a tolerância aos azoles e regula positivamente a 

expressão do gene CDR1, que codifica para uma bomba de efluxo. Em S. cerevisiae o seu 

homólogo regula a expressão de genes envolvidos na esporulação e na meiose celular 45,70. 

De acordo com Dunkel et al. 40, o gene UPC2 está envolvido na via biosintética do 

ergosterol. O fator de transcrição Upc2 regula a expressão do gene ERG11 e outros genes 

envolvidos na biossíntese de ergosterol 45. Em estudos recentes foram encontradas 

mutações no gene UPC2 que contribuem para a diminuição da suscetibilidade ao 

fluconazole 71. 

Com estes resultados, Silva et al. 45 propôs que a resistência aos azoles, nomeadamente ao 

posaconazole pode ser conferida pela regulação positiva dos dois fatores de transcrição, o 

Ndt80 e o Upc2. Uma vez que estes factores de transcrição são reguladores da via 

biosintética do ergosterol, a sua sobexpressão resulta na sobrexpressão de genes ERG, 

nomeadamente os genes ERG6 e ERG11. Por outro lado, a sobrexpressão destes genes 

conduz ao aumento do conteúdo de ergosterol membranar, contribuindo para o 

aparecimento de resistência 45.  

 

1.6.1. O gene UPC2 reconhece uma sequência sterol response element (SRE) e 

activa a expressão dos genes ERG 

Na resistência aos azoles em C. albicans, o fator de transcrição Upc2 medeia a regulação 

positiva de genes da biossintese do ergosterol em resposta à diminuição do esterol celular 

72. Para activar a transcrição dos genes ERG o factor de transcrição Upc2 liga-se à 

sequência consensus SRE. Foram identificadas sequências SRE nos genes ERG1, ERG2, 

ERG3. ERG6, ERG8, ERG11, ERG12. ERG13 e ERG25, de C. albicans, sugerindo que 

este factor de transcrição é o principal regulador dos genes da biossintese do ergosterol 73.  

Em C. albicans o SRE possui a sequência consensus 5` TCGTATAA 3´ e foi demonstrado 

por Oliver et al. 74 que a resistência induzida pelos azoles nesta levedura é dependente dos 
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motivos SRE. Macpherson et al. 75 demonstraram que o fator de transcrição Upc2 em 

C.albicans é homóloga ao fator Upc2 em Sacharomyces cerevisiae. Nesta levedura o Upc2 

reconhece um elemento de reconhecimento composto por 11 pb tendo um núcleo 

conservado de 7 pb, 5` TCGTATA 3´. Em C. albicans Silver et al.76 localizou este núcleo 

de 7 pb nas posições -232 a -236 do promotor do gene ERG11. 

O factor de transcrição Upc2 pertence à superfamília zinc cluster e contribui para a 

regulação da biossíntese do ergosterol e na resistência ao azoles em C. albicans e em C. 

parapsilosis45,77.  

Várias mutações gain-of-function no UPC2 contribuem para a resistência aos azoles em C. 

albicans e em S. cerevisiae 40,78. Mutações no domínio C-terminal do UPC2 em C. 

albicans (A643V, A643T ou G648D) resultam na activação constitutiva deste, que leva à 

regulação positiva da via biossintética do ergosterol e ao aumento ergosterol celular, 

traduzindo-se na diminuição da susceptibilidade aos azoles 72,79. A deleção do gene UPC2 

afecta a susceptibilidade aos azoles. Foi demonstrado por Silver et al. 76 e Macpherson et 

al.75 , que mutantes de C. albicans com o gene UPC2 deletado, quando expostos a azoles, 

apresentam hipersensibilidade aos azoles devido à reduzida expressão dos genes ERG.  

Ainda, em S. cerevisiae, mutações gain-of-function (G888D) no gene UPC2 resulta na 

activação do factor de transcrição e no aumento do esterol aeróbico, levando à resistência 

78,79,81. 

 

1.6.2. O gene NDT80 reconhece uma sequência Middle Sporulation Element 

(MSE) 

O factor de transcrição Ndt80 tem sido identificado como um regulador positivo do 

transportador do tipo ABC, CDR1, e é crucial na tolerância aos azoles 82. O Ndt80 liga-se a 

regiões promotoras de 23% do ORFeoma de C. albicans 82. A grande maioria dos locais de 

ligação do Ndt80, em S. cerevisiae 83–86 e em C. albicans 87, encontram-se em regiões 

promotoras 87,88 denominadas de Middle Sporulation Element (MSE). O MSE corresponde 

a 7 pb de uma sequência consenso de 9 pares de bases 5´-gNCRCAAAY-3´, onde as letras 

minúsculas correspondem a resíduos semiconservados, o resíduo R corresponde a uma 

purina, o N corresponde a um nucleotideo, e o Y corresponde a uma citocina ou a uma 

timina 85,86. O motivo MSE em C. albicans é semelhante ao de S. cerevisiae o que indica 

que esta sequência é altamente conservada 87. 
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Em Sacharomyces cerevisiae o fator de transcrição Ndt80 é essencial no crossing over, 

desmontagem do complexo sinaptonémico, na progressão do ciclo celular após a prófase I 

e regula a expressão de genes envolvidos na esporulação e recombinação meiótica 70,86,89.  

Em C. albicans, Sellam et al. 87 demonstraram que os genes ERG1, ERG2, ERG3, ERG4, 

ERG5, ERG6, ERG7, ERG9, ERG10, ERG11, ERG13, ERG24, ERG25, ERG251 e ERG26 

são regulados pelo Ndt80, em resposta ao fluconazole. Para além destes, os genes-alvo do 

Ndt80 são genes envolvidos no metabolismo celular, resposta ao stress, desenvolvimento 

celular e resistência antifúngica, bem como outros factores de transcrição, dos quais se 

destacam fatores que regulam: o crescimento de hifas (Efg1p, Nrg1p, Cph2p, Ume6p, 

Czf1p, Tec1p, Flo8p, Ssn6p, Rfg1p), o metabolismo de hidratos de carbono (Rgt1p, 

Tye7p, Gal4p, Mig1p), o ciclo celular (Swi4p, Ash1p), o metabolismo lipídico (Opi1p, 

Ino2p, Ctf1p), o metabolismo de aminoácidos (Cbf1p, Gln3p, Gcn4p), stress (Cat8p, 

Hac1p, Cas5p), e outros reguladores transcripcionais, (Stp4p, Sua71p, Stp1p, Tbp1p, 

Stp2p, Stp3p,) 87. Ainda, o Ndt80p liga-se a regiões promotoras de transportadores 

membranares, tais como o MDR1, FLU1, NAG3 e NAG4 bem como a flipazes RTA e 

RTA2.  

 

1.7. Caso de estudo e objectivos 

A aquisição de resistência por leveduras patogénicas a agentes antifúngicos, 

particularmente após exposições prolongadas, é um fenómeno bem conhecido em fungos. 

No entanto, apesar de todos os avanços nos últimos 30 anos no ramo de investigação de 

novas terapias antifúngicas, a resistência ainda permanece como a principal preocupação 

na prática clínica 39. Apesar da incidência crescente de C. parapsilosis 46, pouco se sabe 

relativamente ao modo de actuação dos fatores de transcrição NDT80 e UPC2 na 

resistência aos azoles.  

Assim sendo, propõe-se com este estudo elucidar qual o papel destes fatores de transcrição 

na resistência de C. parapsilosis aos azoles. Para tal proceder-se-á à deleção dos genes 

NDT80 e UPC2 nas estirpes BC014 e BC014R_PSC, utilizando a ferramenta molecular 

SAT1-Flipper 90, pretendendo-se posteriormente efectuar a caracterização dos mutantes 

relativamente ao seu perfil de suscetibilidade e à expressão génica. 

 



16 

 

2. Material e métodos  
 

2.1. Estirpes e Condições de Crescimento   

As estirpes de C. parapsilosis (BC014 e BC014R_PSC) utilizadas neste estudo foram 

cedidas pela Doutora Ana Silva, Investigadora do Departamento de Microbiologia da 

Faculdade de Medicina da Universidade do Porto (Pinto e Silva et al., 2009; Silva et al. 

2011).  

As estirpes foram cultivadas rotineiramente em meio Yeast Peptone Dextrose líquido 

(YPD) (extrato de levedura 1%, peptona 2%, dextrose 2%) a 30°C com agitação (180 

rpm), ou em YPD agar (agar 2%). Para seleção dos transformantes, o meio YPD agar foi 

suplementado com nourseotricina (Nou; Werner Bioagents, Jena, Germany) na 

concentração final de 200 µg ml-1.  

Para realizar a excisão da cassete SAT1-Flipper, os transformantes cresceram em meio 

Yeast Peptone Maltose líquido (extrato de levedura 1%, peptona 2%, maltose 2%) (YPM) 

a 30°C com agitação, durante a noite. A partir desta cultura, foram aproximadamente 

semeadas 100 células em YPD agar suplementado com Nou na concentração final de 20 

µg ml-1.  

Todas as estirpes de C. parapsilosis foram guardadas em meio YPD com 40% de glicerol, 

a -80°C.  

 

2.2. Transformação por Eletroporação  

C. parapsilosis foi transformada por eletroporação como descrito por Zemanova et al. 

(2004), com algumas modificações.  

Após incubação durante a noite a 30°C, a cultura foi diluída em 50 ml de YPD para uma 

densidade óptica (DO) a 600 nm de 0.2, tendo sido novamente incubada até atingir uma 

DO600nm de aproximadamente 2.0. As células foram posteriormente recolhidas por 

centrifugação a 5000 g durante 10 minutos e ressuspensas em 10 ml de tampão Tris-EDTA 

(Tris-HCl 10mM pH 8, EDTA 1mM) contendo ditiotreitol (DTT) 10 mM. Após incubação 

a 30°C, durante 1 hora, com agitação (100 rpm), foi adicionado 40 ml de água fria à 

suspensão celular. Seguidamente, a suspensão foi sequencialmente lavada com 50 ml de 

água fria e 10 ml de sorbitol 1 M frio. Por último, as células foram ressuspensas em 125 µl 

de sorbitol 1 M frio e distribuídas em alíquotas de 50 µl de células competentes. A cada 
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alíquota de células competentes foi adicionado cerca de 1 µg de cassete de disrupção. Esta 

mistura foi de imediato transferida para uma cuvete de eletroporação de 1 mm. A 

transformação ocorreu num eletroporador Gene Pulser X-cell (Bio-Rad) a 1,25 kV, durante 

um tempo constante de 5 ms. Após eletroporação, foram adicionados 950 µl de meio YPD 

contendo sorbitol 1 M. A suspensão celular foi incubada a 30°C durante 4 horas com 

agitação. Após este período, 100 µl da suspensão foi distribuída em placas contendo YPD 

agar suplementado com Nou a 200 µg ml-1. Os transformantes foram obtidos após 48 horas 

de incubação a 30°C. 

 

2.3. Detecção dos transformantes positivos e reciclagem da cassete 

As colónias de maior dimensão crescidas em meio YPD agar suplementado com Nou 200 

µg ml-1, foram repicadas para YPD agar, tendo crescido a 30°C durante a noite. De 

seguida, procedeu-se à extracção de DNA como descrito em 2.4.1. 

Para verificar a integração da cassete de disrupção no locus genómico pretendido realizou-

se um Polymerase Chain Reaction (PCR). Na reacção foi utilizado um primer 

complementar à região anterior ao promotor do gene NDT80 ou UPC2 (cpUPC2 gen_F, 

cpNdt80 gen_F) e outro primer complementar a uma sequência do gene FLP localizado na 

cassete de disrupção (Tabela 1 e 2). A reação de PCR foi preparada de acordo com o 

descrito na Tabela 1. As condições da reação foram as seguintes: 95ºC por 3 minutos, 30 

ciclos a 95ºC por 30 segundos, 55ºC por 30 segundos, 72ºC por 1 minuto e extensão final a 

72ºC durante 10 minutos, de acordo o protocolo descrito para a enzima KapaTaq Hot Start 

(Kapa Biosystems). 

 

 

Tabela 1. Primers utilizados para confirmação da integração genómica da cassete de disrupção SAT1 Flipper 

para deleção dos genes UPC2 e NDT80 em C. parapsilosis.   

 

Primer Sequência 5’-3’    

CpUPC2gen_up_F 
 

CGCTATTCGTTTATTGTGTAGTCAAGC 
 

CpNDT80gen_up_F GCCTTTTACATCTATCGAAGTCAAACTTG 

FLP_R TTTATGATGGAATGAATGGGATG 

 

 

 

 



18 

 

Tabela 2. Componentes da reacção de PCR. 

 

Reagentes Volume de stock  Concentração final 

H2O miliQ Ajustado para 25µl  

Tampão (10x) 2.5 µl 1x 

dNTPs (10 mM) 0.5 µl 0.2 mM 

Primer F (100 pmol µl-1) 1 µl 4 pmol 

FLP_R (100 pmol µl-1) 1 µl 4 pmol 

DNA 1 µl 100 ng  

KapaTaq Hot Start 0.2 µl 1 U 

  

Os transformantes cujo primeiro alelo do gene alvo foi deletado, foram incubados em 

YPM, a 30°C com agitação, durante a noite. Pretende-se com este procedimento excisar a 

cassete de disrupção, de modo a que esta possa ser usada novamente para deleção do 

segundo alelo. Assim, foram retiradas desta cultura cerca de 100 células, que foram 

posteriormente semeadas em meio agar YPD suplementado com Nou 20 µg ml-1. Após 24 

horas de crescimento a 30°C, as colónias mais pequenas foram selecionadas. O 

crescimento reduzido é um indicador de que a cassete de disrupção foi excisada, uma vez 

que as células deixam de possuir o marcador de resistência, ou seja, o gene SAT1. Deste 

modo, as colónias mais pequenas foram simultaneamente semeadas nos meios YPD agar e 

YPD agar suplementado com Nou 200 µg ml-1. A ausência de crescimento em YPD agar 

suplementado com Nou 200 µg ml-1 constitui a prova fenotípica de que a cassete de 

deleção foi excisada. No entanto, a excisão da cassete de deleção foi posteriormente 

confirmada por métodos moleculares. Foi extraído DNA de acordo com o protocolo 

descrito em 2.4.1. O DNA foi utilizado como molde para a reacção de PCR com os 

seguintes primers NDT80gen_up_ F/ NDT80_down_ R e UPC2gen_up_F/ UPC2down_R, 

e com os componentes elencados na Tabela 3. As condições da reação de PCR foram as 

seguintes: desnaturação a 95ºC por 2 minutos, 30 ciclos de 95ºC por 30 segundos, 66ºC 

durante 30 segundos e 72ºC durante 3 minutos. A extensão final foi a 72ºC durante 10 

minutos. 
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Tabela 3. Componentes da reação de PCR realizada para confirmação da excisão da cassete de disrupção. 

 

Reagentes Volume de stock  Concentração final 

H2O milliQ Ajustado para 25µl  

Tampão (10x) 2.5 µl 1x 

dNTPs (10mM) 0.5 µl 0.2 mM 

Primer gen_F (100 pmol µl-1) 1 µl 4 pmol 

Primer R (100 pmol µl-1) 1 µl 4 pmol 

DNA 1 µl 10 ng  

Taq DNA Polimerase (5U µl-1) 0.2 µl 1 U 

 

 

2.4. Extração de DNA Genómico de C. parapsilosis.  

 

2.4.1. Extração de DNA genómico pelo método de fervura 

A partir de uma cultura fresca de células crescida durante a noite a 30ºC retirou-se uma 

pequena porção de células que foi colocada num microtubo contendo 30 µl de SDS 1%. O 

microtubo foi vortexado durante 15 segundos e colocado em banho seco a 90ºC durante 4 

minutos. Após incubação, a suspensão celular foi centifugada durante 3 minutos a 15871g 

O sobrenadante foi colhido para um novo microtubo contendo 50 µl de água milliQ. Logo 

de seguida, o DNA extraído foi usado numa reação de PCR. 

 

2.4.2. Extração de DNA genómico pelo método fenol-clorofórmio 

A extração de DNA genómico de C. parapsilosis foi realizada de acordo com o método 

descrito por Hoffman e Winston (1987), com algumas adaptações.  

A partir de uma cultura de células de C. parapsilosis em meio YPD líquido, crescida a 

30ºC, durante a noite, com agitação (180 rpm), foi retirado uma alíquota de 1.5 ml cujas 

células foram separadas do sobrenadante por centrifugação a 20000 g durante 5 minutos, à 

temperatura ambiente. As células foram posteriormente lavadas com 500 µl de água milliQ 

estéril e ressuspensas em 200 µl de tampão de lise (Triton X-100 2%, SDS 1%, NaCl 100 

mM, Tris-HCl pH 8 10 mM, Na2EDTA 1 mM pH 8). À suspensão celular foram 

adicionados 0.3 g de esferas de vidro (diâmetro entre 0.45 e 0.52 mm; Sigma, St. Louis, 

MO) e 200 µl de fenol-clorofórmio-álcool isoamílico (25:24:1; Fluka Biochemika). Por um 
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período total de 10 minutos, a suspensão celular foi sonicada, durante 30 segundos, 

intercalada com incubação em gelo, por igual periodo de tempo. Posteriormente foi 

adicionado ao lisado celular 200 µl de TE (EDTA 1 mM, Tris-HCl 10 mM pH 8.0) e 

procedeu-se, em seguida, a uma centrifugação a 18000 g, durante 5 minutos a 4°C.  

O sobrenadante foi transferido para um novo microtubo contendo 1 ml de etanol absoluto 

(100%) frio e fez-se a mistura por inversão. Os ácidos nucleicos foram separados após 

centrifugação a 20000 g, a 4°C, durante 20 minutos, e ressuspensos em 200 µl de TE e 2 µl 

de RNase (10 mg ml-1; Sigma). Procedeu-se à incubação a 37°C, durante 1 hora, de modo a 

ocorrer a degradação do RNA. Para precipitar o DNA foram adicionados 0.1 volumes de 

acetato de amónio 4 M e 3 volumes de etanol absoluto (100%). Após 1 hora de incubação a 

-80°C, o DNA foi recolhido a 20000 g, durante 20 minutos, a 4°C. De seguida, o DNA foi 

lavado com etanol 70%. Após incubação a 37°C durante 30-60 minutos para eliminar 

vestígios de sobrenadante, o DNA foi ressuspenso em 50 µl de tampão TE. Por último, a 

concentração e qualidade do DNA foi avaliado por espetrofotometria (A260/A280) no 

NanoDrop. 

  

2.5. Eletroforese de DNA  

Os géis de agarose foram preparados nas percentagens de 0.5 a 0.8, utilizando agarose 

“Ultra Pure Grade” (NZYtech) dissolvida em tampão TAE 1x (Tris 0.04 M, ácido acético 

glacial 1 M, EDTA 50 mM pH 8), ao qual foi posteriormente adicionado brometo de etídeo 

(0.02 µg ml-1).  

As amostras de DNA foram preparadas adicionando tampão de carregamento na 

concentração final de 1x (azul de bromofenol 0.25%, xilenocianol 0.25%, glicerol 30%). 

As eletroforeses decorreram a 70 V (Power Pac Basic, Bio-Rad) num sistema de 

eletroforese horizontal (Mini-Sub Cell GT, Bio-Rad). Após a corrida eletroforética, o DNA 

foi visualizado no sistema Chemi Doc XRS (Bio-Rad) e a imagem capturada através do 

software Image Lab (Bio-Rad). 
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2.6. Amplificação e Restrição do Gene SADH  

De modo a identificar as estirpes manipuladas como pertencentes à espécie C. parapsilosis 

sensu stricto, amplificou-se o gene SADH como descrito por Tavanti et al. (2005). A 

reação de PCR foi preparada como descrito na Tabela 4 utilizando os primers descritos na 

Tabela 5.  

Tabela 4. Componentes da reação de PCR para amplificação do gene SADH. 

 

Reagentes Volume de stock  Concentração final 

H2O milliQ Ajustado para 25µl  

Tampão (10x) 2.5 µl 1x 

dNTPs (10mM) 0.5 µl 0.2 mM 

SADH_F (100 pmol µl-1) 1 µl 4 pmol 

SADH_R (100 pmol µl-1) 1 µl 4 pmol 

DNA 1 µl 10 ng 

Taq DNA Polimerase (5U µl-1) 0.2 µl 1 U 

 

 

Tabela 5. Primers utilizados na amplificação do gene SADH de C. parapsilosis por PCR. 

 

Primer Sequência 5’-3’    

SADH_F 
 

GTTGATGCTGTTGGATTGT 
 

SADH_R CAATGCCAAATCTCCCAA 

 

As condições de amplificação foram as seguintes: 94°C durante 2 minutos, 35 ciclos a 

94°C por 30 segundos, 50°C durante 30 segundos e 72°C durante mais 30 segundos, e por 

fim um ciclo de extensão de 10 minutos a 72°C. O PCR foi realizado no aparelho Realplex 

Mastercycler (Eppendorf, Madrid, Espanha).  

O produto da reação de PCR foi digerido com a enzima BanI 40 U (Fermentas) numa 

reação de 40 µl de volume final. Os produtos da digestão foram separados em gel de 

agarose de 2%, tal como descrito em 2.5.   

 

 



22 

 

2.7. Avaliação da Suscetibilidade  

Os valores da concentração inibitória mínima (CIM) do antifúngico para cada estirpe 

foram determinados de acordo com protocolo M27-A3 do Clinical Laboratory Standard 

Institute (CLSI) 93. Após cultivo e incubação durante 16 horas em meio YPD agar, foi 

preparada uma suspensão celular de aproximadamente 1x106 células ml-1 em tampão 

fosfato salino (PBS pH=7.4; Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Germany), o que corresponde a 

uma densidade celular de 0.5 MacFarland. Foram efetuadas 3 diluições seriadas em RPMI 

1640 (Sigma) a fim de se obter uma suspensão final de 1x103 de células ml-1.  

Os antifúngicos utilizados foram o posaconazole (PSC), voriconazole (VRC) e fluconazole 

(FLC). As concentrações testadas de FLC e PSC variaram de 0.125 a 64 µg ml-1, enquanto 

as concentrações de VRC variaram de 0.03 a 16 µg ml-1. Os três antifúngicos foram 

diluídos seriadamente de 1:2 e foram dispensados 100 µl em cada poço de uma microplaca 

de poliestireno de 96 poços. Em seguida adicionou-se o mesmo volume da suspensão 

celular. Como controlo positivo adicionou-se 100 µl de RPMI 1640 a 100 µl da suspensão 

celular. Como controlo negativo foi utilizado apenas o antifúngico na menor concentração. 

As microplacas foram incubadas durante a 30°C sem agitação e fez-se a leitura após 24 e 

48 horas de incubação a 35°C.  

Os valores de CIMs foram registados após 48 horas de incubação, tendo sido considerado 

o valor de CIM como a menor concentração onde foi possível observar uma redução de 

crescimento de aproximadamente 50%. Os critérios interpretativos foram os estabelecidos 

pelo CLSI. Para o FLC, o CIM para suscetível (S) foi de ≤ 2 µg ml-1, para suscetível dose-

dependente (S-DD) de 4 µg ml-1 e o CIM para resistente (R) de ≥ 8 µg ml-1. Relativamente 

ao VRC, o CIM para S foi de ≤1 µg ml-1, o de S-DD igual a 2 µg ml-1 e de R ≥ 4 µg ml-1. 

Como ainda não estão descritos critérios interpretativos de CIM para o PSC, Pfaller et al. 

2001 e Pfaller et al. 2003, sugeriram que estirpes que têm o crescimento inibido quando 

expostos à concentração de <1mg mL-1 de PSC são considerados susceptíveis. 

 

2.8. Avaliação da taxa de crescimento  

A avaliação da taxa de crescimento foi feita cultivando as estirpes BC014_RPSC e Δndt80 

em 50 ml de meio YPD líquido a 30ºC e acompanhando o seu crescimento até atingirem a 

fase estacionária. O crescimento foi avaliado pela DO600nm da cultura celular e registado a 

cada hora. 
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2.9. Perfil de expressão génica 

2.9.1. Extração de RNA 

A extração de RNA foi efetuada de acordo com o protocolo descrito por Silva et al. (2007). 

As células foram recolhidas quando a cultura atingiu uma DO600nm entre 0.6 e 0.8, após 

crescimento em meio YPD, a 30ºC, com agitação. De seguida, as células foram congeladas 

a -80ºC até posterior utilização. Para extração do RNA, as células foram ressuspensas em 

tampão TES (Tris-HCl 10 mM pH 7.5, EDTA 10 mM, SDS 0.5%) e fenol-clorofórmio 

(5:1, pH 4.7; Sigma, St. Louis, MO). Esta suspensão celular foi incubada a 65ºC, durante 1 

hora. A cada 10 minutos, vortexou-se a suspensão celular. Um sobrenadante aquoso, 

obtido após centrifugação de 20 minutos a 18407 g a 4ºC, foi transferido para um 

microtubo com igual volume de fenol-clorofórmio (5:1, pH 4.7). A mistura fenólica foi 

novamente centrifugada por 10 minutos nas mesmas condições. O sobrenadante resultante 

foi posteriormente adicionado a um volume igual de clorofórmio-álcool isoamílico (25:1, 

pH 8.0; Sigma, St. Louis, MO) e centrifugado nas condições anteriores. A precipitação do 

RNA ocorreu após adição ao sobrenadante de 0.1 volumes de acetato de sódio (NaAc, 3M, 

pH 5.2) e 3 volumes de etanol (100%, -20 °C) e incubação a -20ºC, pelo tempo máximo de 

30 minutos. O RNA foi recolhido, lavado com etanol (80%, -20 °C) e ressuspenso em água 

milliQ estéril. A concentração, qualidade e integridade do RNA foram determinadas com o 

Nanodrop (Eppendorf). Apenas amostras que apresentaram valores de absorvância 

(A260/A280) entre 1.6 e 2.2 e sem sinais de degradação foram utilizadas para análises 

subsequentes. 

 

2.9.2. Síntese de DNA e RT-qPCR 

A partir de 100 ng de RNA total, foi sintetizado cDNA utilizando o kit Maxima Reverse 

Transcriptase (Thermo Scientific) de acordo com as instruções do fabricante.  

Para cada gene foram feitas cinco réplicas para quantificação da expressão por real-time 

quantitative PCR (RT-qPCR). As condições da amplificação foram: um ciclo de 

desnaturação inicial a 95ºC durante 1 minutos, seguido por 30 ciclos a 95ºC durante 15 

segundos, 60ºC durante 30 segundos e 60ºC durante 30 segundos (fases de desnaturação, 

emparelhamento e extensão respetivamente) e ainda fez-se uma extensão final a 60ºC 

durante 5 minutos. Foi utilizada PerfeCTa SYBR Green Fast Mix (Quanta Biosciences, 
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Gaithersburg, MD) no equipamento Realplex Mastercycler. O sinal obtido para cada gene 

foi normalizado com o gene TUB4.  

 

 

Tabela 6. Primers utilizados no RT-qPCR. 

 

Primer Sequência 5’-3’    

TUB4_F TGTATTCCACAATGATGCCT 

TUB4_R TGCCTTGAAACGAAGTAGC 

ERG11_F GGTTTACTTGTGTTTGCTCCT 

ERG11_R GTCCATAAGATACGGCTGAAC 

ERG25_F CCTTTATGGATGCTTACAAC 

ERG25_R AACATCTACCGAAATAAAAAAA 

ERG6_F GAAACAAAGAGATTGAGCGACT 

ERG6_R GAAAGAAGAACCCCAGCC 

ERG2_F GAGTCTATCAAGCAACACCC 

ERG2_R GAAGCGTGGAGGATAAACAT 

ERG4_F GTGCTGAGTTTTACAATGGT 

ERG4_R AAGTGAAGAACAACCAAGTG 
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3. Resultados  

 

3.1. Disrupção dos genes NDT80 e UPC2 

De forma a compreender o papel dos genes UPC2 e NDT80 na resistência de C. 

parapsilosis aos azoles, procedeu-se à deleção dos mesmos, utilizando a cassete de 

disrupção baseada no sistema SAT1-Flipper (Figura 2). Esta ferramenta molecular consiste 

na utilização de um marcador não auxotrófico dominante, codificado pelo gene SAT1, que 

confere resistência à nourseotricina. A nourseotricina é um antibiótico do grupo 

estreptomicina, produzido por Streptomyces noursei 97.  

O gene SAT1 provém do transposão bacteriano Tn1825 e codifica para a estreptomicina 

acetil-trasferase, que inativa a nourseotricina 98. Esta ferramenta molecular foi inicialmente 

construída para C. albicans tendo sido posteriormente adaptada para C. parapsilosis 90. A 

cassete SAT1-Flipper é composta pelo gene SAT1, codifica para o marcador de resistência, 

como mencionado anteriormente, cuja expressão é regulada pelo promotor do gene ACT1. 

Um outro componente da cassete é o gene FLP, que codifica para uma recombinase e que 

possibilita a reciclagem da cassete. Este gene é ativado pelo promotor do gene MAL2. A 

cassete é ainda flanqueada por duas regiões reconhecidas pela recombinase, denominadas 

de FRTs (Flippase Recognition Target). 

 

 

 

 

 

As cassetes de disrupção para os genes UPC2 e NDT80, foram construídas clonando no 

plasmídeo pCD8 90 as regiões promotores e terminadoras dos referidos genes. Após 

transformação, a recombinação homóloga destas regiões com regiões homólogas no 

genoma da C. parapsilosis permite a integração da cassete no locus correto e consequente 

deleção do gene (Figura 4). 

 

 

Figura 3. Esquema ilustrativo da cassete SAT1-flipper, que é composta pelo gene SAT1 (CaSAT1),  

marcador de resistência à nourseotricina, e o gene FLP (CaFLP). A expressão desses genes é controlada 

pelos promotores ACT1 (ACT1p) e MAL2 (MAL2p), respectivamente. 
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A estirpe BC014_PSC foi transformada separadamente com as cassetes de disrupção 

pNG3 (para o gene UPC2) e pNG4 (para o gene NDT80) em duas rondas de deleção onde 

se obteve mutantes desprovidos dos respectivos genes. A deleção dos genes UPC2 e 

NDT80 implica que as respectivas cassetes de disrupção recombinem com as regiões 

promotoras e terminadoras dos genes, substituindo-os pela cassete SAT1-Flipper como 

descrito por Ding & Butler, 2007. Após a reciclagem da cassete obtiveram-se as estirpes de 

C. parapsilosis upc2Δ (EF8), ndt80Δ (EF12). Uma terceira estirpe, upc2Δ/ndt80Δ (EF14), 

foi construida após deleção do gene NDT80 na estirpe upc2Δ (EF8), usando a mesma 

estratégia. 

A confirmação da deleção foi feita por PCR (Figura 5) onde se amplificou um fragmento 

de 1,1 kb, que corresponde à amplificação da região promotora e terminadora do gene 

deletado.  

Figura 4. Estratégia usada para efectuar a disrupção dos genes NDT80 e UPC2 em C. parapsilosis 

baseada na cassete SAT1-Flipper. A construção da cassete de disrupção envolveu a clonagem das regiões 

promotora e terminadora dos genes a deletar na cassete SAT1-Flipper (a). C. parapsilosis foi transformada com 

a referida cassete. Após recombinação homóloga, a cassete de disrupção integrou o genoma substituindo o 

gene alvo (a e b). Após disrupão do primeiro alelo do gene alvo, procedeu-se à reciclagem da cassete. Os 

mecanismos de reparação do DNA unem as extreminadades nas regioes FRTs A segunda cópia do gene foi 

deletada seguindo o mesmo procedimento. 
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3.2.  A susceptibilidade de C. parapsilosis aos azoles é afetada pela 

deleção dos genes UPC2 e NDT80 

A deleção dos genes UPC2 e NDT80 na estirpe BC014R_PSC resultou na alteração do 

fenótipo de susceptibilidade aos azoles, de resistente para suscetível (tabela 7). As estirpes 

upc2Δ (EF8), ndt80Δ (EF12) e upc2Δ/ndt80Δ (EF14) são suscetíveis ao fluconazole 

voriconazole e posaconazole, apresentando CIM com os seguintes valores: EF8 - <0.125; 

<0.015; <0.03; EF12 - 1; 0.03; <0.03; EF14 – 0.125; 0.015; <0.03, respetivamente. Os 

mutantes upc2Δ e upc2Δ/ndt80Δ apresentaram valores de CIM aos azoles 500 a 8000 vezes 

inferiores comparativamente com a estirpe ndt80Δ (tabela 7). Este resultado sugere que o 

factor de transcrição Upc2 desempenha um papel de maior preponderância na resistência 

aos azoles comparativamente ao Ndt80. 

 

Figura 5. Construção dos mutantes de C. parapsilosis upc2Δ, ndt80Δ and upc2Δ/ndt80Δ. Os genes UPC2 

e NDT80 foram deletados na estirpe de C. parapsilosis resistente ao posaconazole BC014R_PSC utilizando a 

cassete SAT1-Flipper. A confirmação da deleção foi realizada por PCR com a amplificação de fragmentos de 

1.1 kb nas estirpes upc2Δ (linha 3) e ndt80Δ (linha 4). Como controlo positivo, o mesmo PCR amplificou as 

regiões adjacentes e os genes UPC2 (linha 5) e NDT80 (linha 6) na estirpe parental BC014R_PSC. A 

confirmação da deleção na estirpe upc2Δ/ndt80Δ seguiu o mesmo protocolo. A linha 1 representa o controlo 

negativo e a linha 2 o marcador molecular (NZYDNA Ladder III). 
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Tabela 7. Valores de CIM e fenótipo de suscetibilidade das estirpes de C. parapsilosis 

 

Estirpe 
MIC (μg/ml) | Fenótipo 

Fluconazol  Voriconazol Posaconazol 

BC014 1/S 0.03/S 0.03/WT 

BC014RPSC >64/R >8/R >16/WT 

upc2Δ (EF8)  ˂0.125/S ˂0.015/S ˂0.03/WT 

ndt80Δ 

(EF12) 
1|S 0.03/S ˂0.03/WT 

upc2Δ/ndt80Δ  

(EF14) 

0.25|S 0.015/S ˂0.03/WT 

Susceptivel (S), Resistente (R) e Wild type (WT). 

 

3.3.  Os promotores dos genes ERG possuem uma sequência de 

reconhecimento para os factores de transcrição Upc2 e Ndt80 

Em C. albicans, o fator de transcrição Upc2 regula a expressão dos genes ERG 

reconhecendo a sequência SRE na região promotora 40, composta por uma sequência 

consensus de 7 bp. SREs identificadas nos promotores dos genes ERG são reconhecidas 

pelo Upc2 que actua como um ativador desses genes, promovendo a regulação dos níveis 

de produção de ergosterol em resposta a mudanças nos níveis de esterol celular 74,75. 

De forma a compreender se os genes ERG estão sob regulação do Upc2 em C. 

parapsilosis, as regiões promotoras destes genes foram analisadas quanto à presença de 

SRE. Após análise, foram identificadas sequências SRE em todos os promotores dos genes 

ERG (Tabela 8). 

Para além do Upc2, o fator de transcrição Ndt80, em C. albicans, está envolvido na 

resistência aos azoles, ao controlar a expressão de genes da biossíntese do ergosterol 87. Em 

C. albicans foram identificadas sequências MSE em promotores dos genes ERG, que são 

reconhecidas pelo Ndt80. A sequência MSE corresponde a 7 pb de uma sequência 

consensus de 9 pb, que é encontrada em todos os genes-alvo do Ndt80 87. Em C. 

parapsilosis, as sequências MSE foram detetadas nas regiões promotoras dos genes 

ERG25, ERG6, ERG2 e ERG4. 
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Tabela 8. Motivos SREs e MSEs encontrados nos promotores dos genes ERG de C. parapsilosis. 

 

Promotores Sequência 5’-3’    Posição relativa ao codão 

ATG 
SRE 
     ERG11 GTTTATACGACA -213 
 

CGTCGTATAACT -231 
     ERG25 TGCTCGTATAGA -682 
 

CGTCGTATAAAAT -705 
     ERG6 TCCTCGTATAGA -682 
     ERG2 ACTATACGATT -118 
     ERG4 GATATACGACT -380 
 

TATATACGATA -387 
MSE 
     ERG25 TTACACAAAGA -579 
 

ATTTTGTGGAA -832 
     ERG6 TAACACAAATCA -39 

 
ATTTTGTGTAA -246 

 
GTACACAAAAC -602 

     ERG2 AAACACAAAGG -159 
 

CCTCGCAAAAA -175 
     ERG4 GTTTTGTGTGT -147 
  CCTCGCAAAAA -175 

a) A sequência consensus está representada em negrito. As bases que não estão sublinhadas e que 

não estão em negrito são nucleotideos que correspondem à sequência original. Algumas sequências 

foram identificadas em cadeia complementares.  

 

3.4. A expressão dos genes ERG é regulada pelos factores de 

transcrição Upc2 e Ndt80 

De forma a compreender a funcionalidade dos factores de transcrição Upc2 e Ndt80 como 

mediadores na tolerância aos azoles foi feita a quantificação da expressão dos genes ERG 

envolvidos na biossíntese do ergosterol (Figura 6). Constatou-se que a expressão dos genes 

ERG11, ERG25, ERG6, ERG2 nas estirpes mutantes estava consideravelmente reduzida 

em relação à estirpe original BC014R_PSC. A redução de expressão dos genes ERG foi 

mais acentuada na estirpe upc2Δ, seguindo a mesma tendência que os valores de CIM 

(Tabela 7). A estirpe upc2Δ apresentou uma redução de expressão dos genes ERG que 

variou entre 91% para o gene ERG4 e 99% para o gene ERG2. 

No mutante ndt80Δ, a expressão dos genes ERG não foi tão afetada, embora se tenha 

verificado uma redução da expressão dos genes ERG4, ERG6, ERG25, e ERG2 em 76%, 

86%, 90% e 94%, respetivamente. A expressão do gene ERG11 apresentou uma redução 

de apenas 30% relativamente à estirpe controlo. 
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Curiosamente, a expressão dos genes ERG na estirpe upc2Δ/ndt80Δ variou entre os valores 

obtidos para as estirpes upc2Δ e ndt80Δ, evidenciando uma taxa de redução de 84% para o 

gene ERG4, 99% para o gene ERG2 e 57% para o gene ERG11. 

Estes resultados evidenciam o papel crucial do gene UPC2 na aquisição de resistência aos 

azoles em C. parapsilosis. Na resistência aos azoles, o fator de transcrição NDT80 parece 

desempenhar um papel secundário, o que nos sugere que este fator de transcrição poderá 

desempenhar funções relevantes em outros processos celulares. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

BC014R_ PSC 

upc2Δ/ndt80Δ (EF14) 

ndt80Δ (EF12) 

upc2Δ (EF8) 

Figura 6. Os genes UPC2 e NDT80 estão envolvidos na resistência aos azoles em C. parapsilosis. A 

expressão dos genes ERG11, ERG25, ERG2 e ERG4 foram analisados por qRT-PCR na estirpe 

BC014R_PSC e nos mutantes EF8, EF12 e EF14. O gene TUB4 foi usado como gene normalizador. Os 

níveis de expressão apresentados correspondem à média de cinco ensaios diferentes. 
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3.5.  A deleção do gene NDT80 afecta a taxa de crescimento e 

promove alterações de fenótipo celular 

Tal como reportado por Holland et al. 2014 e ao contrário do que acontece em C. albicans, 

a deleção do gene NDT80 em C. parapsilosis resulta num decréscimo acentuado da taxa de 

crescimento (Figura 7). A deleção do gene NDT80 alterou o crescimento e a morfologia 

celular. As colónias da estirpe ndt80Δ são rugosas, compostas maioritariamente por 

pseudohifas (Figura 8). Verificou-se ainda um fenótipo de adesão célula-célula 

exacerbado.  

Tendo em conta os resultados previamente descritos, pode-se dizer que o fator de 

transcrição Ndt80 tem um efeito pleiotrópico, o que sugere que este fator está envolvido na 

regulação de várias vias do metabolismo celular, o que o torna um alvo propício para 

estudos futuros. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 7. Curva de crescimento do mutante ndt80Δ e da estirpe BC014_RPSC em meio YPD. 

Medições da densidade óptica (DO), a 600 nm que foram realizadas de hora a hora.   
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4. Discussão 
 

A sobrexpressão do ergosterol e/ou mutações do ERG11 são apontados como os principais 

mecanismos de resistência aos azoles em fungos patogénicos como C. albicans 99,100, C. 

tropicalis 39 e em C. krusei 101. 

Quando as estirpes de C. parapsilosis são expostas aos azoles, nomeadamente ao 

fluconazole, o produto do gene ERG11, a lanosterol dimetilase é inibida, levando à 

acumulação de percursores do esterol que são tóxicos para a célula. Estes esteróis tóxicos 

quando são integrados na membrana citoplasmática resultam numa membrana celular com 

integridade comprometida a nível de estrutura e função 102. 

Ao atuarem na via biossintética do ergosterol, os fatores de transcrição Ndt80 e Upc2 

desempenham um papel na resistência aos azoles. Em isolados clínicos de C. albicans, 

mutações gain-of-function no gene UPC2 são responsáveis pela regulação positiva de 12 

genes ERG, assim como o gene UPC2 propriamente dito 71. Facto este, demonstrado por 

Vasicek et al. 103, que confirmou que o aumento da susceptibilidade de um mutante upc2Δ 

de C. albicans, anteriormente resistente aos azoles, não é devido a alterações da expressão 

de genes que codificam para transportadores membranares, mas está relacionada com a 

redução dos níveis de expressão dos genes ERG, particularmente do gene ERG11. 

Em C. parapsilosis, a sobrexpressão de genes ERG foi acompanhada da sobexpressão dos 

factores de transcrição Ndt80 e Upc2 na estirpe BC014_PSC, após exposição in vitro ao 

Figura 8. Alteração morfologica das células de C. parapsilosis resultantes da deleção do gene NDT80. 

Observação ao microscopio ótico (amplificação 40x). A estirpe ndt80Δ apresenta um fenótipo rugoso, 

compostas maioritariamente por células alongadas e pseudohifas. 

 

BC014_RPSC EF12 
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posaconazole. Este resultado sugere que estes factores de transcrição estão associados com 

o desenvolvimento de resistência aos azoles, através da regulação dos genes da via 

biossintética do ergosterol, tal como descrito para C. albicans71,87.  

A deleção dos genes UPC2 e NDT80 alterou a susceptibilidade de C. parapsilosis aos 

azoles. As estirpes upc2Δ, ndt80Δ e upc2Δ/ndt80Δ são susceptiveis ao voriconazole, 

fluconazole e ao posaconazole. No entanto, as estirpes upc2Δ e upc2Δ/ndt80Δ 

apresentaram valores de CIM 500 a 8000 vezes inferiores à estirpe ndt80Δ, o que realça a 

importância do gene UPC2 na resistência antifúngica.  

Como anteriormente referido, a expressão dos genes ERG é regulada pelos factores de 

transcrição UPC2 e NDT80. Verificou-se que a expressão dos genes ERG11, ERG25, 

ERG6, ERG2 nas estirpes mutantes estava consideravelmente reduzida em relação à estirpe 

original BC014R_PSC o que tem como consequência a diminuição do nível de ergosterol 

celular. Também foi demonstrado que os promotores dos genes ERG possuem sequências 

de reconhecimento para o Ndt80 e Upc2. O gene UPC2 codifica para um factor de 

transcrição do Zinc Cluster tendo sido bem caracterizado em C. albicans e S. cerevisiae 

80,103,104 como um regulador fundamental no metabolismo do esterol, e consequentemente 

na resistência aos azoles. O fator de transcrição reconhece as sequências SREs nas regiões 

promotoras dos genes ERG em C. albicans.  

O fator de transcrição Ndt80 regula os genes da biossíntese do ergosterol em C. albicans 

87, e regula também os genes ERG25, ERG6, ERG2 e o ERG4 em C. parapsilosis. Os 

mutantes ndt80Δ apresentaram reduções acentuadas na expressão destes genes e as 

sequências MSE foram identificadas nos seus promotores. Deste modo, os resultados de 

expressão génica foram concordantes com a presença de regiões de reconhecimento sob 

regulação do factor de transcrição Ndt80.  

Contrariamente ao que acontece em C. albicans 105, os resultados apontam que a expressão 

do gene ERG11 não é controlado pelo NDT80, uma vez que nenhum motivo MSE foi 

identificado no seu promotor e os níveis de expressão do gene ERG11 registados para a 

estirpe ndt80Δ foram de 70% quando comparado com a estirpe BC014R_PSC. 

A sequência consensus MSE é altamente conservada em S. cerevisiae e C. albicans, no 

entanto o Ndt80, nestes microorganismos, controla outros processos biológicos para além 

da biossíntese do ergosterol. Enquanto em S. cerevisiae o Ndt80 regula a meiose, em C. 

albicans é um factor de transcrição que regula cerca de 23% de todos os genes 87. 
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Em C. parapsilosis, a deleção do gene NDT80 afecta o crescimento celular e promove 

alterações no fenótipo. De acordo com Holland et al. 27, ao contrário do que acontece em 

C. albicans, a deleção do gene NDT80 em C. parapsilosis provoca uma redução acentuada 

do crescimento celular 27. O Ndt80 é um fator de transcrição que possui um papel 

preponderante na regulação celular em C. albicans. Os alvos do Ndt80 são genes que 

codificam para reguladores de diversos processos biológicos, o que indica que este fator de 

transcrição desempenha um papel importante na regulação da morfogénese neste fungo 87.  

Num estudo realizado por Sellam et al. 106, foi constatado que a deleção do Ndt80 em C. 

albicans afeta a divisão e separação celular. As células fungicas apresentavam morfologia 

anormal com o citoplasma distendido. As células formavam cadeias conetadas por septos 

podendo as mesmas serem constituídas por mais de 6 células. Ainda neste estudo, a análise 

da expressão de genes indicou que 46 dos genes alvos do Ntd80 estavam ativados, 

enquanto outros 25 estavam inativos nos mutantes ndt80Δ, dos quais se destaca o gene 

SUN41, que codifica putativamente para uma glicosidase da parede cellular, essencial na 

separação célula-célula 107. No mesmo estudo foi ainda verificado que a ativação de genes 

associados ao crescimento sob a forma de hifas é regulado pelo Ndt80. O mutante ndt80Δ é 

incapaz de regular positivamente genes normalmente ativados durante a morfogénese, 

incluindo genes que codificam para componentes da parede celular como os genes HWP1, 

ECE1, RBT4, ALS3, ALS10, e HYR1, da superóxido dismutase (SOD5), bem como da 

aspartil proteinase (SAP4 e SAP5) 106. 

Os resultados demonstram que os fatores de transcrição Upc2 e Ndt80 têm uma 

importância fulcral no desenvolvimento da resistência antifúngica, controlando a expressão 

dos genes pertencentes à via biossintética do ergosterol, sendo que o primeiro parece 

desempenhar um papel mais relevante na resistência antifúngica. Além disso, os dados 

sugerem ainda uma mudança de paradigma ao demonstrarem que os mecanismos 

envolvidos no desenvolvimento de resistência sobre pressão seletiva do posaconazole são 

diferentes dos mecanismos de resistência ao fluconazole e voriconazole.  
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5. Conclusão  
 

O objetivo principal deste trabalho consistia em compreender e elucidar o papel dos genes 

NDT80 e UPC2 na resistência de C. parapsilosis aos azoles. Com este trabalho conclui-se 

que os genes UPC2 e NDT80 desempenham um papel preponderante na resistência de C. 

parapsilosis aos azoles, uma vez que foi demonstrado que a deleção desses dois genes 

resulta no aumento da susceptibilidade a estes fármacos.  

Os factores de transcição Ndt80 e Upc2 regulam a expressão dos genes ERG, tendo sido 

verificado uma redução considerável da sua expressão nas estirpes mutantes (upc2Δ e 

ndt80Δ), estando estes intimamente relacionados com a resistência. 

Conclui-se ainda que os promotores dos genes ERG possuem uma sequência de 

reconhecimento para os factores de transcrição Upc2 e Ndt80 e que estes não actuam 

somente na resistência. A deleção do gene NDT80 afecta a taxa de crescimento e promove 

alterações de fenótipo celular, o que sugere que o mesmo desempenha funções importantes 

em outros mecanismos do metabolismo celular. 
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