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Resumo 
 

ISHIDA, Kelly. Atividade antifúngica de diferentes inibidores da biossíntese de esteróis 

sobre isolados clínicos de Candida spp.: efeito sobre o crescimento, ultraestrutura, ciclo 

celular e perfil lipídico. Rio de Janeiro, 2010. Tese (Doutorado em Ciências Biológicas - 

Biofísica) – Instituto de Biofísica Carlos Chagas Filho, Universidade Federal do Rio de 

Janeiro, Rio de Janeiro, 2010. 

 

Espécies de Candida são microrganismos comensais de hospedeiros vertebrados que 

causam uma variedade de infecções, desde as superficiais a invasivas. Embora candidemia 

seja a manifestação de candidíase invasiva mais comum, invasão de Candida pode ocorrer 

em todos os órgãos do hospedeiro. O objetivo do nosso estudo foi avaliar a atividade 

antifúngica de inibidores das enzimas Δ
24(25)

-esterol metiltransferase (24-SMT) e esqualeno 

sintase (SQS) sobre isolados clínicos de Candida spp., e avaliar as alterações morfológicas 

e nos perfis lipídicos de leveduras tratadas. Nós analisamos, também, a susceptibilidade dos 

isolados clínicos à anfotericina B, fluconazol e itraconazol. Todas as cepas usadas neste 

estudo foram susceptíveis à anfotericina B, entretanto alguns isolados foram resistentes ao 

fluconazol e ao itraconazol. 20-piperidin-2-yl-5α-pregnan-3β-20-diol (AZA) e 25-

epiminolanosterol (EIL), ambos inibidores da 24-SMT, apresentaram um potente efeito 

inibitório contra os isolados de Candida spp. A mediana dos valores de CI50 foi de 0,5 

µg/mL para AZA e 2 µg/mL para EIL, enquanto CI90 foi de 2 µg/mL para ambos 

inibidores. A maioria das cepas resistentes aos azóis foram espécies de Candida não-

albicans (CNA), mas algumas delas como C. guilliermondii, C. zeylanoides e C. lipolytica, 

foram susceptíveis aos inibidores da 24-SMT. A cepa de referência C. krusei (ATCC 6258, 

fluconazol-resistente) foi susceptível ao AZA, mas não ao EIL. Dentre os inibidores da 

SQS, WSP1267 mostrou melhor atividade antifúngica apresentando medianas de CI50 e 

CI90 de 2 µg/mL e 4 µg/mL, respectivamente. Todos os isolados que apresentaram 

resistência ao fluconazol e ao itraconazol, com valores de CI90 acima de 64 µg/mL e >16 

µg/mL, respectivamente, foram susceptíveis ao WSP1267, em concentrações inferiores a 8 

µg/mL. Os inibidores da 24-SMT e SQS apresentaram atividade fungistática, entretanto, a 

atividade fungicida foi particularmente observada contra isolados de CNA. 

Interessantemente, somente C. tropicalis ATCC 28707 mostrou susceptibilidade a outros 

inibidores da SQS, E5700 e ER-119884 (CI50=1 µg/mL para ambos). Tratamento com 

concentrações sub-inibitórias de AZA, EIL, WSP1267, E5700 e ER-119884 levou a 

drásticas alterações morfológicas e ultraestruturais, incluindo aumento do tamanho celular, 

alterações na forma e espessura de parede celular, um pronunciado destacamento da 

membrana plasmática da parede celular com uma zona elétron-luscente entre as estruturas, 

inchaço mitocondrial e presença de pequenas vesículas e grandes vacúolos elétron-densos. 

Microscopia de fluorescência revelou um acúmulo de corpos lipídicos e alterações no ciclo 

celular com anormalidades nucleares. Adicionalmente, as leveduras tratadas com os 

inibidores da 24-SMT e SQS apresentaram depleção de ergosterol e como consequência, 

alterações no perfil de ácidos graxos e fosfolipídios. A seletividade dos inibidores para as 

células fúngicas versus células de mamíferos foi avaliada pelo ensaio de viabilidade da 

sulforrodamina B, mostrando que AZA e EIL foram mais seletivos que WSP1267. 

Concluindo, nossos resultados sugerem que os inibidores da 24-SMT e SQS podem ser 

uma nova opção para o controle das infecções causadas por Candida spp., incluindo 

àquelas causadas por cepas azol-resistente. 

 



 

Abstract 
 

ISHIDA, Kelly. Atividade antifúngica de diferentes inibidores da biossíntese de esteróis 

sobre isolados clínicos de Candida spp.: efeito sobre o crescimento, ultraestrutura, ciclo 

celular e perfil lipídico. Rio de Janeiro, 2010. Tese (Doutorado em Ciências Biológicas - 

Biofísica) – Instituto de Biofísica Carlos Chagas Filho, Universidade Federal do Rio de 

Janeiro, Rio de Janeiro, 2010. 

 

Candida species are commensal microorganisms of vertebrate hosts that can cause 

infections varying from non-life threatening to invasive illnesses. Although candidemia is 

the most common manifestation of invasive candidiasis, extensive visceral invasion with 

Candida can occur in all organs. The propose of this study was evaluate the antifungal 

activity of inhibitors of the Δ
24(25)

-sterol methyltransferase (24-SMT) and squalene synthase 

(SQS), against clinical isolates of Candida spp. and analyzing the morphological alterations 

and lipid profiles. Also, we analyzed the antifungal susceptibility of the clinical isolates to 

amphotericin B, fluconazole and itraconazole. All strains used in this study were 

susceptible to amphotericin B, however some isolates were fluconazole- and itraconazole-

resistant. 20-piperidin-2-yl-5α-pregnan-3β-20-diol (AZA) and 25-epiminolanosterol (EIL), 

both inhibitors of 24-SMT, were found to be potent growth inhibitors of Candida spp. 

isolates. The median IC50 was 0.5 µg/mL for AZA and 2 µg/mL for EIL, while the IC90 was 

2 µg/mL for both compounds. Most of the azole-resistant isolates were Candida non-

albicans (CNA) species but several of them, such as C. guilliermondii, C. zeylanoides and 

C. lipolytica, were susceptible to 24-SMT inhibitors. Reference strain C. krusei (ATCC 

6258, fluconazole-resistant) was consistently susceptible to AZA, although not to EIL. 

Among the SQS inhibitors, WSP1267 showed the better antifungal activity presenting 

median IC50 and IC90 of 2 µg/mL and 4 µg/mL, respectively. All isolates that presented 

resistence to fluconazole and itrazonazole, with IC90 values above 64 µg/mL and >16 

µg/mL, respectively, were susceptible to WSP1267 in concentrations lower than 8 µg/mL. 

The 24-SMT and SQS inhibitors presented fungistatic activity against clinical isolates, 

however the fungicidal activity of the inhibitors was particularly observed against some 

CNA isolates. Interestingly, only C. tropicalis ATCC 28707 showed susceptibility to other 

SQS inhibitors, E5700 and ER11-9884 (IC50=1 µg/mL). Treatment with sub-inhibitory 

concentrations of AZA, EIL, WSP1267, E5700 and ER-119884 lead to several 

morphological and ultrastructural alterations, including increase of cell size, alterations in 

the cell wall shape and thickness, a pronounced disconnection between the cell wall and 

cytoplasmic membrane with an electron-lucent zone between them, mitochondrial swelling, 

and presence of small vesicles and large electron-dense vacuoles. Fluorescence microscopy 

analyses indicated an accumulation of lipid bodies and alterations in the cell cycle of the 

yeasts with nuclear abnormalities. In addition, the yeasts treated with 24-SMT and SQS 

inhibitors presented ergosterol depletation and as consequence, alterations on the fatty acid 

and phospholipid profiles. The selectivity of the 24-SMT and SQS inhibitors for fungal 

cells versus mammalian cells was verified by the sulforhodamine B viability assay, 

showing that AZA and EIL were more selective than WSP1267. Taken together, our results 

suggest that inhibition of 24-SMT and SQS may be a novel approach to control Candida 

spp. infections including those caused by azole-resistant strains. 
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1. Introdução 
 

A área da Biologia que estuda os fungos é a Micologia. É estimada a existência de 

pelo menos 1,5 milhão de diferentes espécies fúngicas, mas somente 75.000 espécies (5% 

do total) foram descritas e estão distribuídas em diferentes nichos ecológicos. São seres 

eucariotos (possuindo envoltório nuclear, organelas como aparelho de Golgi, mitocôndria e 

retículo endoplasmático), quimioheterotróficos e aeróbios obrigatórios ou facultativos, 

pertencentes ao domínio Eucarya. A maioria dessas espécies é benéfica ao ser humano 

podendo contribuir para a qualidade de vida, sob diferentes aspectos: degradação e 

reciclagem de matéria orgânica, área de biotecnologia e engenharia genética, participação 

na indústria alimentícia, farmacêutica e química. No entanto, algumas espécies fúngicas 

podem causar doenças em vegetais empregados na agricultura (soja, trigo e milho), levando 

a grandes perdas econômicas. Adicionalmente, outras espécies estão implicadas em 

infecções fúngicas humanas, que variam desde quadros assintomáticos a graves e fatais 

(DEACON, 2006). 

1.1 Infecções fúngicas 

Didaticamente, as infecções fúngicas humanas são classificadas de acordo com o 

local da infecção: micoses superficiais, cutâneas, subcutâneas, sistêmicas e oportunistas. No 

entanto, muitas das infecções podem sobrepor quanto ao tipo, como, por exemplo, serem 

oportunista e sistêmica, e podem depender de fatores inerentes ao hospedeiro e ao patógeno 

(MURRAY et al., 2005). 

Algumas espécies de fungos são consideradas patógenos primários, ou seja, capazes 

de subverter os mecanismos de defesa do hospedeiro, devido a vários fatores de virulência. 
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Dessa maneira, esses fungos são caracterizados por possuir alto poder de adaptação ao 

tecido do hospedeiro, podem-se multiplicar causando diferentes formas de lesões teciduais. 

Espécies como Blastomyces dermatididis, Coccidiodes immitis, Histoplasma capsulatum, 

Paracoccidiodes brasiliensis, Scedosporium spp. e outros, são capazes de causar doença 

fúngica em indivíduos imunocompetentes. No entanto, espécies dos gêneros Candida, 

Cryptococcus, Aspergillus, Fusarium e Rhizopus são patógenos oportunistas, que 

acometem principalmente indivíduos portadores de uma doença subjacente ou 

imunocomprometidos (MURRAY et al., 2005). 

1.2 Infecções fúngicas oportunistas 

Diferentes tipos de micoses oportunistas, especialmente as invasivas, têm-se tornado 

um importante problema de saúde pública, e sua incidência têm aumentado drasticamente 

nas últimas décadas. Essas infecções ocorrem, predominantemente, em pacientes 

imunocomprometidos, incluindo aqueles com leucemia aguda, neutropênicos, 

transplantados, com neoplasias sólidas e pacientes portadores do vírus da imunodeficiência 

humana (HIV) (KAUFFMAN, 2006). Outros fatores, também, podem pré-dispor às 

infecções fúngicas oportunistas, como procedimentos invasivos (cateterização e 

implantação de próteses), doenças de base (diabetes com aceto-acidose não controlada e 

alcoolismo), antibioticoterapia de amplo espectro, uso de agentes corticosteróides por 

período prolongado, uso de anticoncepcionais orais de alta dosagem, imunossupressores, 

citostáticos, doenças hematológicas (leucemias) e alguns estados fisiológicos do hospedeiro 

(gravidez, estado nutricional e idade) (KAUFFMAN, 2006). 

Embora as bactérias ainda sejam os agentes etiológicos mais comumente isolados 

em casos de infecções hospitalares, as infecções causadas por fungos ocupam o quarto 
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lugar entre os agentes etiológicos, precedidos apenas por estafilococos coagulase negativo, 

Staphylococcus aureus e Klebsiella pneumoniae, e estão associadas à elevada taxa de 

mortalidade e morbidade (COLOMBO et al., 2006). Dentre as infecções fúngicas 

hospitalares, diferentes espécies de Candida são os principais agentes etiológicos, cerca de 

80%, seguido por Aspergillus spp. e Cryptococcus neoformans (VAZQUEZ et al., 1997; 

HUANG et al., 1998, KAUFFMAN, 2006).  

1.3 Candidíasis 

1.3.1 O gênero Candida 

Leveduras desse gênero foram descritas, em 1844 por Bennett, como agentes 

causadores de candidíases. Candida spp. pertencem ao filo Ascomycota; subfilo 

Ascomycotina, classe Ascomycetes, Ordem Saccharomycetales e família 

Saccharomycetaceae. Possuem a forma teleomórfica, formando ascósporos durante a 

reprodução sexuada. Também, podem se reproduzir por brotamento (HEITMAN, 2006). 

Quando as leveduras são cultivadas em meio sólido, as colônias apresentam-se de 

coloração creme a amarelo-escuro, e a textura vai depender da espécie e da estirpe, 

podendo ser: úmida ou seca, cremosa ou consistente e rugosa ou lisa. Com relação ao 

aspecto microscópico, todas as leveduras produzem blastoconídios únicos ou agrupados, e 

estes podem ser redondos ou alongados. Muitas espécies produzem pseudohifas, podendo 

ser longas, curvadas e com ramificações, mas algumas são capazes de produzir hifas 

verdadeiras e clamidoconídios. Diferenças na morfologia macroscópica e microscópica são 

critérios utilizados na identificação das espécies de Candida (LARONE, 1995) (Figura 1). 

As espécies de maior incidência e relevância clínica são: Candida albicans, 

Candida parapsilosis, Candida tropicalis, Candida glabrata, Candida krusei, Candida 
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lusitaneae, Candida guilhiermondii, Candida dubliniensis e Candida rugosa (PFALLER; 

DIEKEMA, 2004). Devido às diferenças moleculares entre as cepas de C. parapsilosis, 

alguns grupos defendem e sugerem duas novas espécies, Candida metapsilosis e Candida 

orthopsilosis. Essas três espécies formariam o complexo “psilosis” (TAVANTI et al., 

2005). 

 

Figura 1: Macroscopia e microscopia de Candida albicans. A: Colônias de C. albicans em 

ágar Sabouraud dextrose; B: forma leveduriforme; C: forma filamentosa; D: 

clamidoconídios.  

(www.doctorfungus.org e www.digitalapoptosis.com/archives/science/Candida.jpg). 

Acesso: 15 de maio de 2010. 

 

1.3.2 Patogenia 

 

O estado fisiológico e imunológico do hospedeiro possui importância primária na 

determinação da patogênese por Candida spp. Leveduras desse gênero são consideradas 

oportunistas e a caracterização da doença ocorre por uma falha ou deficiência da resposta 

imunológica do hospedeiro. Entretanto, existem alguns fatores relacionados ao 

microrganismo, que contribuem para a habilidade deste em causar doenças e explicar as 

diferenças na patogenicidade entre as espécies.  

1.3.2.1 Fatores de virulência de Candida spp. 

Alguns fatores de virulência são importantes para que os microrganismos se 

estabeleçam no tecido e causem infecção. A habilidade de Candida spp. instalar e persistir 

http://www.doctorfungus.org/
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no local colonizado e causar infecção tem sido atribuída à capacidade dessas leveduras 

crescerem em condições fisiológicas extremas, bem como de pH e nutrientes.  

Muitas espécies de Candida podem ser encontradas na forma de levedura e 

filamento, fenômeno denominado de dimorfismo. Geralmente, a forma filamentosa está 

associada ao estabelecimento da doença e a invasão tecidual, enquanto a forma 

leveduriforme está associada ao estado comensal. Entretanto sabe-se que ambas as formas 

são capazes de expressar fatores de virulência e têm um papel importante na progressão da 

doença no hospedeiro. Existem vários fatores que podem contribuir para o dimorfismo: pH 

do meio, fonte de carbono e nitrogênio, oxigenação, soro e hormônio (estrogênio). Algumas 

espécies de Candida, como C. albicans, C. krusei, C. parapsilosis e C. tropicalis podem ser 

encontrados na forma de levedura elíptica e também filamentosa (hifa ou pseudohifa), mas 

somente C. albicans e C. tropicalis são capazes de formar hifa verdadeira. Em contraste, C. 

glabrata cresce somente na forma de levedura pequena, elíptica e unicelular. 

(CALDERONE; FONZI, 2001; DIGNANI et al., 2009). 

Múltiplos mecanismos de aderência são essenciais para o sucesso da colonização de 

microrganismos na superfície tecidual e inanimada, permitindo a colonização e subsequente 

proliferação. Essas são etapas extremamente relevantes para a patogênese de muitas 

doenças infecciosas. Dentre esses mecanismos de aderência e dimorfismo, a expressão de 

proteína de superfície da hifa (Hwp1) e de outras moléculas são encontradas durante esse 

processo. Em geral, células na forma de filamento aderem mais que as da forma de 

levedura. Além disso, C. albicans adere mais que C. tropicalis, seguida por C. parapsilosis 

(CALDERONE; FONZI, 2001; DIGNANI et al., 2009).  

Muitos pesquisadores relatam que a hidrofobicidade de superfície celular de 

Candida spp. está relacionada com capacidade de aderência em superfícies bióticas e 
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abióticas. A glicosilação de manoproteínas da parede celular pode afetar a hidrofobicidade 

de superfície celular, interferindo na adesão de C. albicans a células epiteliais. 

Blastoconídios de C. albicans são menos hidrofóbicos que o tubo germinativo (DIGNANI 

et al., 2009).  

As manoproteínas, além de contribuir para a hidrofobicidade de superfície celular e 

aderência, também podem suprimir a resposta imunológica do hospedeiro. Manoproteínas 

liberadas da parede celular de C. albicans podem se ligar a hemácias e causar hemólise 

(DIGNANI et al., 2009). Adicionalmente, as hifas conseguem se ligar mais fortemente à 

hemoglobina que as leveduras, pois somente a forma filamentosa usa essa molécula como 

fonte de ferro. Estudos mostram que espécies de Candida produzem enzimas que degradam 

a hemoglobina, podendo ser considerada um facilitador na disseminação de leveduras 

(BONASSOLI et al., 2005, DIGNANI et al., 2009).  

Produção de outras enzimas extracelulares, tais como: proteinases, fosfolipases, 

lipases, são importantes fatores de virulência de Candida spp. As enzimas mais estudadas 

são as aspartil proteinases secretadas (SAPs). Essas enzimas produzem proteólise não-

específica de proteínas do hospedeiro envolvidas nos mecanismos de defesa. A 

superfamília de SAPs inclui 10 isoenzimas e diferentes SAPs estão associadas à diferente 

localização na célula e a diferentes mecanismos de patogênese. A expressão predominante 

de Sap1-3 tem sido crucial para o estabelecimento de infecções superficiais (candidíase 

cutânea e mucosa), enquanto que as Sap 4-6 são importantes no estabelecimento das 

infecções sistêmicas. Já as fosfolipases, como por ex. a fosfolipase B, são essenciais para a 

virulência de Candida spp., e são secretadas pela levedura durante o processo de infecção. 

Essas enzimas são importantes no controle do crescimento fúngico, remodelagem da 
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membrana da célula fúngica e invasão pela hidrólise de fosfolipídios dos tecidos do 

hospedeiro (DIGNANI et al., 2009). 

Essas enzimas extracelulares têm contribuído enormemente para o estabelecimento 

de infecções por Candida spp., principalmente, nas etapas relacionadas com o processo 

invasivo (BARRETT-BEE et al., 1985, IBRAHIM et al., 1995; FEKETE-FORGÁCS et al., 

2000; GHANNOUM, 2000; SINGLETON; HAZEN, 2004). Muitos autores têm mostrado 

que isolados produtores de altas quantidades de fosfolipases e proteinases são capazes de 

infectar e invadir o tecido com maior facilidade do que àqueles que produzem menor 

quantidade, corroborando a função dessas enzimas no processo da patogenia (IBRAHIM et 

al., 1995; DE BERNARDIS et al., 1999; CALDERONE; FONZI, 2001). Ghannoum (2000) 

verificou que a cepa knockout do gene que codifica a enzima fosfolipase FLB1, produz 

menos enzima que a cepa selvagem, conferindo menor virulência e confirmando a 

participação dessa enzima nos processos infecciosos por Candida spp.  

O evento de variação fenotípica de Candida spp. pode estar associado a virulência. 

A taxa de variação fenotípica é maior em isolados de C. albicans de infecções sistêmicas 

quando comparadas aos isolados de infecções superfíciais. Vários mecanismos celulares 

estão associados ao fenômeno de variação fenotípica: formação de hifas, expressão de 

glicoproteínas de parede celular, secreção de enzimas proteolíticas, menor susceptibilidade 

a morte pelos neutrófilos e resistência aos azóis. Em adição, esse fenômeno contribui para a 

sobrevivência de Candida spp., invasão tecidual e escape dos mecanismos de defesa do 

hospedeiro (CALDERONE; FONZI, 2001; DIGNANI et al., 2009).  
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1.3.3 Manifestações clínicas 

 

O espectro das candidíases inclui desde infecções superficiais, transitórias, 

facilmente tratáveis, até as formas invasivas com comprometimento sistêmico. Estes 

últimos são potencialmente fatais e apresentam pouca probabilidade de sucesso terapêutico. 

Abaixo estão listadas algumas formas de candidíases e suas principais características 

(RIPPON, 1988): 

1. Candidíase cutânea ocorre, principalmente, em regiões que tendem a ficar mais 

úmidas, como as axilas, região inferior dos seios e virilha. As lesões são 

caracterizadas por pápulas, pústulas, rubor e ardor. No caso de neonatos, podem 

ocorrer exantema por todo o corpo, lesões crostosas e exfoliativas que evoluem 

para pústulas. 

2. Candidíase orofaríngea aparece sob três formas: pseudomembranosa, 

eritematosa e quelite angular, com o grau decrescente de gravidade. As lesões 

são caracterizadas por placas esbranquiçadas, processo inflamatório, eritema, 

ardor e dores. 

3. Candidíase vulvovaginal (CVV) é caracterizada por prurido, ardor, dispauremia, 

e eliminação de um corrimento esbranquiçado. Com freqüência, a vulva e a 

vagina encontram-se edemaciadas e hiperemiadas. As lesões podem estender-se 

pelo períneo, região perianal e inguinal. A infecção pode ocorrer por via 

endógena ou por transmissão sexual. No caso do homem, a candidíase é 

chamada de balanite, infecção da glande, que aparece como pústulas e eritema 

difuso. 

4. Candidíase mucocutânea crônica é caracterizada por ser uma infecção 

persistente, severa e com lesões difusas. Pode apresentar diferentes 
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manifestações clínicas, afetando a pele, a mucosa e a unha. A maioria dos casos 

de onicomicose é causada por fungos dermatófitos, mas espécies de Candida, 

também, podem ser o agente causal. A infecção se inicia na base da unha e se 

estende para a porção externa, tornando-se rugosa, irregular, convexa, podendo 

ter hiperqueratose e muitas vezes levando a deformação da unha. 

5.  Candidíase sistêmica pode apresentar-se sob diferentes formas: endocardites, 

pleurites, glomeronefrite, candidemias, dentre outras. Em geral, os sintomas são 

inespecíficos, quadro clínico que pode ser confundido com outras enfermidades. 

1.3.4 Epidemiologia 

 

Espécies do gênero Candida podem ser encontradas colonizando homens e animais, 

sobretudo o tegumento e mucosas digestivas, genital e respiratória. Até 80% dos indivíduos 

pode exibir colonização nesses locais na ausência de doença (CANNON; CHAFFIN, 1999; 

DIGNANI et al., 2009). No entanto, de microrganismo comensal pode passar a causar 

infecção em diferentes sítios anatômicos. A espécie mais freqüentemente isolada em casos 

de candidíases é C. albicans, e entre as espécies de Candida não-albicans (CNA) mais 

comuns e consideradas patógenos estão: C. krusei, C. glabrata, C. tropicalis, C. 

parapsilosis, C. lusitaniae, C. guilliermondii e C. pseudotropicalis (DIGNANI et al., 

2009). 

Geralmente, a principal fonte de infecção por Candida spp. é o próprio paciente, o 

que caracteriza uma transmissão endógena. O favorecimento à invasão tecidual e/ou 

candidemia depende da deficiência do sistema imunológico e/ou de mucosa, que é uma 

barreira anti-Candida do hospedeiro. Leveduras de Candida spp., também, podem ser 

encontradas como contaminantes de água, alimentos e objetos inanimados, como por 
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exemplo, roupas, superfícies de móveis, escova de dente e materiais médico-hospitalares. 

Inevitavelmente, Candida spp. podem ser transmitidas pelo contato com esses materiais 

contaminados, como por exemplo uma endoftalmite causada por uma contaminação de 

soluções oftalmológicas e candidemia pela contaminação de solução de nutrição parenteral, 

dentre outros.  Esse tipo de transmissão é denominada exógena (DIGNANI et al., 2009). 

Candida spp. é a quarta causa de morte em infecções nosocomiais (WENZEL, 

1995; HUANG et al., 1998; KAUFFMAN, 2006; COLOMBO et al., 2006). Em pacientes 

com candidemia, a mortalidade ocorre em cerca de 40% dos casos (WISPLINGHOFF et 

al., 2004). No Brasil, um estudo multicêntrico envolvendo 11 centros médicos, mostrou que 

a espécie mais freqüente foi C. albicans (40,9 %), seguidas por C. tropicalis (20,9 %) e C. 

parapsilosis (20,5 %), sendo a taxa de mortalidade de 54% em pacientes com candidemia 

(COLOMBO et al., 2006). Dados da América do Norte mostram que Candida spp. é, 

também, o quarto microrganismo isolado de sangue em pacientes hospitalizados. Dentre 

2019 casos de candidemia em 23 centros da América do Norte, a espécie C. albicans (45,6 

%) foi a mais isolada, seguida por C. glabrata (26%), C. parapsilosis (15,7 %) e C. 

tropicalis (8,1 %) (HORN et al., 2009). Candidemias têm sido observadas, particularmente, 

em pacientes hospitalizados por longos períodos, que tenham feito antibioticoterapia, 

nutrição parenteral e/ou múltiplos procedimentos invasivos (COLOMBO et al., 2006; 

TORTORANO et al., 2006). Pacientes com candidemia por C. parapsilosis estão 

relacionados com menor taxa de mortalidade (23,7 %) e, também, por apresentarem menor 

neutropenia, menor utilização de corticosteróides e imunossupressivos. Já os pacientes 

infectados com outras espécies de Candida são comumente associadas com a utilização 

prévia de agentes antifúngicos, doenças hematológicas, transplantes de células-tronco, 

neutropenia e/ou uso de corticosteróide (HORN et al., 2009). Embora os casos de 
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candidemias tenham aumentado durante a década de 80, do século passado, estudos desta 

década mostram que a sua incidência tem estabilizado (MORGAN, 2005). 

O achado laboratorial de candidúria traz dilemas em relação a sua interpretação 

visto que pode refletir uma amplitude de possibilidades clínicas, incluindo colonização, 

infecção urinária alta ou doença sistêmica por Candida spp. A coleta de hemoculturas deve 

ser indicada em pacientes com candidúria sob risco para desenvolvimento de candidíase 

hematogênica (COLOMBO; GUIMARÃES, 2007). Em casuísticas de infecções urinárias 

por leveduras, C. albicans tem sido considerada a espécie mais comumente isolada do trato 

urinário, sendo responsável por cerca de 50 a 70% dos episódios, seguida por C. glabrata 

em 5 a 33 % e outras espécies de CNA que têm sido relatadas em 8 a 28% dos casos 

(KAUFFMAN et al, 2000, COLOMBO; GUIMARÃES, 2007).  

Dentre as infecções mucocutâneas, candidíase orofaríngea é a infecção mais comum 

em pacientes portadores do HIV. Essa manifestação clínica pode ser um primeiro indício de 

que a imunidade do hospedeiro está comprometida. Leveduras são isoladas de 58 % das 

amostras de fluido oral coletada, sendo C. albicans a espécie mais frequente (93%) 

(WINGETER et al., 2007). A demasiada utilização do fluconazol como agente antifúngico 

profilático resultou no aparecimento de cepas de C. albicans resistentes e aumento da 

frequência de CNA, especialmente na fase da síndrome da imunodeficiência adquirida 

(AIDS). Entretanto, com o surgimento da terapia anti-retroviral altamente ativa (HAART), 

a frequência de candidíase oral e o surgimento de cepas resistentes foram drasticamente 

diminuídos (DIGNANI et al., 2009). 

Nos casos de CVV, estima-se que aproximadamente 75% das mulheres já tiveram 

pelo menos um episódio de CVV durante a sua vida. Uma porcentagem significativa delas 

pode ter episódios subseqüentes de CVV, e 5% podem desenvolver candidíase 
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vulvovaginal recorrente (CVVR), que é caracterizada por três ou mais episódios de CVV 

durante um ano (SOBEL, 2007). Cerca de 90% dos casos de CVV são atribuídos a C. 

albicans. Outras espécies desse gênero como C. glabrata e C. tropicalis completariam a 

relação dos agentes etiológicos da CVV (FERRER, 2000; SOBEL, 2007). 

Embora C. albicans seja a mais incidente, a distribuição das espécies tem sido 

alterada, caracterizada por uma redução da frequência de C. albicans pelo aumento de CNA 

(C. glabrata, C. krusei, C. tropicalis e C. parapsilosis). Essa mudança está relacionada com 

a exposição dos pacientes aos agentes antifúngicos, no caso de profilaxia; como citado no 

parágrafo anterior; imunossupressão, prematuridade, doença grave, exposição aos 

antibióticos de largo espectro de ação e pacientes idosos. Adicionalmente, a utilização de 

cateteres intravenosos e a transmissão pelas mãos de profissionais de saúde têm sido 

relacionadas com o aumento de infecções por C. parapsilosis (DIGNANI et al., 2009). 

1.4 Biossíntese de esteróis 

 

Esteróis são constituintes de membrana celular essenciais para a estrutura normal e 

função. Em células de mamíferos, colesterol é o principal esterol de membrana, entretanto 

em outros organismos eucariotos, como fungos e tripanosomatídeos, há a predominância de 

outros esteróis, incluindo o ergosterol e 24-metil esteróis. Esses esteróis são vitais para a 

viabilidade e crescimento de células fúngicas e tripanossomatídeos, mas estão ausente nas 

células de mamífero (SONG; NES, 2007). 

Ergosterol e colesterol são moléculas estruturalmente muito parecidas, diferindo em 

poucos pontos (Figura 2). Colesterol possui somente uma dupla ligação [Δ5(6)] no anel B e 

uma cadeia lateral totalmente saturada e sem grupamento metil em C24. É sabido que 

algumas partes das moléculas de colesterol e ergosterol são importantes para a atividade da 
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membrana celular, como o núcleo tetracíclico esteroidal e 3β-OH, entretanto, grupos metil 

em C4 ou C14 não permitem crescimento celular. Ergosterol (ergosta-5,7,22-trien-3β-ol) é 

um esterol anfipático caracterizado por conter uma hidroxila no C3 do anel A da molécula, 

o que caracteriza a porção polar, e o restante da cadeia alifática é a porção apolar da 

molécula. Também, possui duas duplas ligações no anel B, e uma dupla ligação na cadeia 

lateral alifática em C22(23), além de um grupo metil em C24. Essas três últimas 

características e ausência de metila em C4 e C14 parecem ser essenciais para o crescimento 

dos fungos (SONG; NES, 2007). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2: Estrutura molecular do ergosterol e colesterol. Pequenas diferenças estruturais 

são observadas entre as duas moléculas: duas duplas ligações no anel B, metil em C24 e 

uma dupla ligação na cadeia lateral alifática em C22(23) na molécula de ergosterol. As 

setas indicam partes da molécula do ergosterol que parecem ser essenciais para o 

crescimento dos fungos. Adaptado de De Souza; Rodrigues (2009). 

 

1.4.1 Via biossintética do ergosterol 

 

Na figura 3 podemos ter uma visão geral da via biossintética do ergosterol, sendo 

uma via comum com a do colesterol até a formação de lanosterol. Após esta fase, a via de 

biossíntese pode se divergir em rotas distintas para a formação de ergosterol (fungos e 

tripanosomatídios) e colesterol (células de mamíferos) (SONG; NES, 2007; DE SOUZA; 

RODRIGUES, 2009).  
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Podemos classificar a via biossintética de acetil-CoA até ergosterol, em 4 etapas: 

1. Via mevalonato: O esqueleto de carbono dos esteróis é derivado de acetil-CoA, pela 

condensação de duas unidades de acetil-CoA, seguida da adição de uma terceira molécula 

de acetil-CoA para formar 3-hidróxi-3-metilglutaril-CoA (HMG-CoA), que é reduzido pelo 

NADPH para formar o ácido mevalônico. 

2. Via isoprenóide: As moléculas de isoprenóides são as mais diversas e abundantes 

encontradas na natureza, na qual participam de vários processos biológicos importantes. 

Primeiramente, o mevalonato é convertido em isopentenil difosfato (IPP) por duas reações 

de fosforilação e uma de descarboxilação. Em seguida, ocorre uma isomerização de IPP 

pela isopentenil difosfato isomerase produzindo dimetilalil difosfato (DMAPP). 

Posteriormente, longas cadeias de isoprenóides são formadas pela condensação de IPP com 

DMAPP e geranil difosfato (GPP) para produzir uma molécula de isoprenóide de 15 

carbonos (farnesil difosfato – FPP) em duas reações catalisadas pela enzima farnesil 

difosfato sintase (FPPS). A molécula de FPP é um substrato para a síntese de esteróis, 

ubiquinonas, dolicóis, grupo Heme A e proteínas preniladas. 

3. Formação de esqualeno: A partir dessa etapa, inicia-se a síntese de moléculas de 

esteróis, onde ocorre a formação do núcleo esteroidal pela ação da esqualeno sintase (SQS). 

Essa reação é caracterizada pela condensação cabeça-cabeça de duas moléculas de FPP 

para produção de esqualeno (molécula com 30 carbonos). 

4. Via esqualeno-ergosterol – Ocorre a ciclização do esqualeno para a formação do 

anel esteroidal e posteriormente, várias reações de demetilação, metilação, insaturação e 

saturação até a formação do ergosterol. As principais etapas consistem em: (1) metilação do 

carbono C24 do lanosterol; (2) demetilação do carbono C4, seguida da demetilação do 

carbono C14; (3) transformações das ligações duplas do núcleo Δ
8
 para o Δ

5
; (4) dupla 
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ligação na cadeia C24(28) e em C22(23) (SONG; NES, 2007).  

 

Figura 3: Diagrama esquemático da via biossintética do ergosterol/colesterol a partir de 

acetil-CoA, mostrando as principais etapas e as enzimas envolvidas. Inibidores podem 

interferir na síntese do ergosterol, em diferentes etapas. Esquema adaptado de De Souza; 

Rodrigues (2009). 
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Mais detalhadamente (Figura 4), após a formação do esqualeno, ocorre uma reação 

de epoxidação em C2(3) para formação de 2,3 óxido de esqualeno pela ação da enzima 

esqualeno epoxidase. Esta é a primeira etapa da ciclização do esqualeno para formar o 

esqueleto de esterol tetracíclico, e que, também, requer molécula de oxigênio. Esta reação é 

realizada por um complexo microssomal constituído por uma flavoproteína com atividade 

citocromo C redutase NADPH e uma oxidase terminal, que não pertence à família da 

citocromo P-450. Posteriormente, ocorre a ciclização de 2,3 óxido de esqualeno para 

formar lanosterol, e sequências de reações ocorrem a partir de lanosterol para a formação 

de ergosterol (fungos e tripanossomatídios) e colesterol (células de mamíferos). Algumas 

dessas reações são comuns entre os eucariotos, enquanto outras são exclusivas para cada 

organismo (VEEN; LANG, 2005; DE SOUZA; RODRIGUES, 2009). 

A primeira etapa pós-lanosterol é uma reação de demetilação em C14 catalizada 

pela C14α-lanosterol demetilase (enzima monooxigenase contendo citocromo P-450). 

Dessa forma, esta reação produz um intermediário insaturado Δ
8(14)

, com insaturação em 

C14, que precisa ser removida através de duas reações catalizadas pela Δ
8(14) 

redutase com 

NADH como cofator. Em vários fungos, essa remoção da insaturação é essencial, pois as 

enzimas subseqüentes não metabolizam esse intermediário. Entretanto, fungos e 

tripanosomatídios conseguem metabolizar esse intermediário pela ação de C4-demetilase e 

Δ
24

-metenilase para formar Δ
14 

fecosterol (VEEN; LANG, 2005; DE SOUZA; 

RODRIGUES, 2009). Após a remoção de grupos metilas em C4 e C14 e metenilação na 

cadeia lateral, a próxima reação é a isomerização de duplas ligações em fecosterol em uma 

reação reversível catalizada pela Δ
7
- Δ

8
 isomerase, que não requer cofator, como NADPH 

(VEEN; LANG, 2005; DE SOUZA; RODRIGUES, 2009). 
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Figura 4: Via de biossíntese do ergosterol a partir de esqualeno, mostrando algumas etapas 

importantes, bem como as enzimas envolvidas e seus respectivos genes. Alilaminas, azóis e 

amorolfina são agentes antifúngicos que inibem as enzimas esqualeno epoxidase, C14-α 

lanosterol demetilase e Δ22-desaturase, e C8-isomerase, respectivamente. A enzima C24-

esterol metiltransferase (ERG6) pode ser inibida por moléculas da classe dos azasteróis, um 

alvo farmacológico bastante promissor. Adaptado de Veen; Lang (2005). 

 

Uma das etapas mais importantes na síntese do ergosterol é a metilação em C24 na 

cadeia lateral, catalizada pela enzima C24-esterol metil transferase (24-SMT). Essa reação 

pode ocorrer logo após a formação do lanosterol, ou ainda, metilando o intermediário 
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zimosterol (sem grupo metil em C4 e C14), como encontrado em muitas espécies de 

fungos. O grupo metil é transferido de S-adenosil-L-metionina (SAM) para C24 para 

produzir Δ
24(28)

-esteróis. A enzima 24-SMT está ligada a uma proteína de membrana 

presentes em fungos, tripanossomatídios e plantas, mas ausente em células de mamíferos, o 

que representa um interessante alvo para a busca e o desenvolvimento de agentes 

antiparasitários, incluindo os agentes antifúngicos (VEEN; LANG, 2005; DE SOUZA; 

RODRIGUES, 2009). 

Atualmente, existem várias substâncias que interferem na biossíntese de esteróis que 

já são utilizadas no tratamento de infeções fúngicas, como as alilaminas, morfolinos e 

agentes azólicos, descritos detalhadamente na sessão posterior. Outras drogas, também 

podem inibir a síntese de colesterol, sendo algumas delas utilizadas no tratamento de 

hipercolesterolimia, como as estatinas (atorvastatina), que inibem a HMG-CoA redutase, da 

via mevalonato. Já os bifosfonatos (alendronato e risedronato), uma classe de substâncias 

que interfere na síntese de isoprenóides, atuam inibindo a reação catalizada pela farnesil 

difosfato sintase (FPPS). Os bifosfonados são utilizados no tratamento da reabsorção óssea 

em diferentes doenças, incluindo osteoporose, doença de Paget, hipercalcemia causada por 

tumor metastásico nos ossos (DE SOUZA; RODRIGUES, 2009) (Figura 3).  

Ácidos zaragózicos e quinuclidinas são substâncias conhecidas como inibidores da 

esqualeno sintase (SQS), podendo ser um atrativo alvo, já que não interferem na síntese de 

isoprenóides e intermediários metabólitos. A enzima SQS tem sido alvo de intensa pesquisa 

no desenvolvimento de fármacos com atividade redutora de níveis de triglicerídeos e 

colesterol em humanos, como por exemplo, 3-(bifenil-4-yl)-3-hidroxiquinuclidina (BPQ-

OH), E5700 e ER-119884. Por último, a enzima 24-SMT pode ser inibida por substâncias 

da classe dos azasteróis. Essa inibição parece ser seletiva já que as células de mamíferos 
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não possuem essa enzima (DE SOUZA; RODRIGUES, 2009) (Figura 3). 

1.5 Antifúngicos e mecanismos de ação 

 

As principais classes de antifúngicos comercializadas compreendem os poliênicos, 

os azóis, os tiocarbamatos, as alilaminas, os derivados morfolínicos, a 5-fluorocitosina, a 

griseofulvina e as equinocandinas (ODDS et al., 2003). A figura 5 mostra os principais 

alvos dos agentes antifúngicos empregados no tratamento das infecções fúngicas. No 

entanto, o tratamento de candidíases é, geralmente, baseado em dois grupos de drogas: os 

azóis e os poliênicos. Nesta década, as equinocandinas foram inseridas no esquema 

terapêutico de candidíases (PAPPAS et al., 2004). Além disso, combinação de agentes 

antifúngicos pode ser utilizada e é recomendada para o tratamento das candidíases 

invasivas (PAPPAS et al., 2004; MUKHERJEE et al., 2005). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5: Principais alvos dos agentes antifúngicos empregados no tratamento de infecções 

fúngicas: molécula de ergosterol, síntese de ergosterol, parede celular, DNA e RNA. 

Adaptado da homepage www.doctorfungus.org. Acesso: 15 de maio de 2010. 

 

http://www.doctorfungus.org/
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1.5.1 Substâncias que atuam na molécula de ergosterol 

 

Drogas antifúngicas que atuam diretamente sobre a molécula de ergosterol possuem 

seletividade comprometida, podendo levar a efeitos colaterais indesejáveis no paciente. Isto 

se deve à grande semelhança química e estrutural que o ergosterol possui com o colesterol. 

1.5.1.2 Agentes poliênicos 

Os poliênicos, representados pela nistatina e anfotericina B, são antifúngicos 

empregados no tratamento das candidíases. Anfotericina B é um dos fármacos de escolha 

na maioria das doenças fúngicas em humanos. Sua ação é fungicida, sendo indicada, em 

infecções sistêmicas, com administração por infusão endovenosa. Porém, o seu uso tem 

sido limitado devido ao seu alto grau de toxicidade (nefrotoxicidade, hepatotoxicidade e 

hemólise). Já a nistatina é utilizada apenas topicamente, pois é demasiadamente tóxica 

(Figura 6) (WHITE et al., 1998; ODDS et al., 2003). 

Os agentes poliênicos são caracterizados por serem moléculas anfipáticas e a 

atividade seletiva é devida à alta afinidade por esteróis 24-substituídos, complexando-se 

com o ergosterol, levando a formação de poros aquosos na membrana das células. Esse 

processo é caracterizado pela descompensação de íons K
+
 e Na

+
, afetando no equilíbrio 

osmótico celular (Figura 7). A maior afinidade de ligação dos poliênicos pelo ergosterol do 

que pelo colesterol se dá pelas diferenças conformacionais que essas moléculas possuem 

(Figura 2). Entretanto, esta seletividade é baixa, sugerindo que os poliênicos teriam 

potencial tóxico para as células de mamíferos (WHITE et al., 1998; ODDS et al., 2003). 

Com o intuito de diminuir a toxicidade desses agentes poliênicos, formulações 

lipídicas de anfotericina B e nistatina foram desenvolvidas. A tecnologia lipossomal foi 

empregada na produção da anfotericina B lipossomal (L-AMB), diminuindo drasticamente 

os efeitos adversos da anfotericina deoxicolato, entretanto estudos mostram que a eficácia 
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Meio extracelular 

Citoplasma 

Fosfolipídios Ergosterol Anfotericina B 

Poro 

A B 

terapêutica é similar a anfotericina deoxicolato. L-AMB é composto de anfotericina B 

complexado com fosfatidilcolina de soja hidrogenada, distearoilfosfatidilglicerol e 

colesterol, caracterizando um verdadeiro composto de lipossomas unilamelares 

(Ambisome, Astellas). Além da L-AMB, outras formulações lipídicas também foram 

desenvolvidas, como o complexo lipídico de anfotericina B (Abelcet, Enzon) e anfotericina 

B dispersão coloidal (Amphotec, Three Rivers). Também, está sendo desenvolvida a 

nistatina lipossomal para uso sistêmico (Nyotran, Aronex Pharmaceuticals) (ODDS et al., 

2003; THE MEDICAL LETTER, 2009). No entanto, a forma lipossomal é muito mais cara 

que as formas paternas, custanto cerca de 20 vezes mais que a anfotericina B deoxicolato, o 

que pode restringir a sua utilização em centros médicos públicos, (THE MEDICAL 

LETTER, 2009). 

 

 

 

 

Figura 6: Estrutura molecular dos agentes poliênicos: anfotericina B e nistatina (ODDS et 

al., 2003).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7: Mecanismo de ação da anfotericina B. A: Bicamada lipídica com formação de 

poro devido à complexação da anfotericina B na molécula de ergosterol. B: Em maiores 

detalhes, a figura mostra a ligação do poliênico, pela parte apolar, à molécula de ergosterol. 

Adaptado de Ghannoum; Rice (1999). 
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1.5.2 Substâncias que atuam na via biossintética do ergosterol 

 

1.5.2.1 Agentes azólicos 

A utilização de agentes antifúngicos azólicos foi uma das alternativas encontradas 

para tratar infecções fúngicas tanto superficiais quanto sistêmicas, diminuindo os efeitos 

tóxicos dos poliênicos. Os azóis podem ser classificados de acordo com sua estrutura 

química, como imidazóis e triazóis. Os imidazóis são caracterizados pelo anel imidazol 

(contendo 2 átomos de nitrogênio) enquanto os triazóis, pelo anel triazol (contendo 3 

átomos de nitrogênio) (ODDS et al., 2003) (Figura 8).  

O principal efeito dos azóis é inibir a 14α-demetilação da molécula de lanosterol. A 

enzima alvo envolvida neste processo é C14α-lanosterol demetilase, possuindo atividade de 

uma citocromo P450 monooxigenase (Erg11p) que catalisa uma remoção oxidativa do 

grupo metil do lanosterol. Esta proteína contémum grupo protoporfirínico localizado no 

sítio ativo da enzima, onde os azóis se ligam ao átomo de ferro por meio dos átomos de 

nitrogênio do núcleo imidazol ou triazol. Adicionalmente, em algumas espécies de fungos, 

essas substâncias, também, podem atuar na enzima Δ22-desaturase (Figura 4). Dessa 

maneira, há uma depleção de ergosterol na membrana citoplasmática dos fungos e o 

acúmulo de esteróis tóxicos (do tipo 14α-metil-3,6-diol) alterando a permeabilidade e 

fluidez, o que acarreta uma interferência na fisiologia do fungo, e consequentemente, a 

inibição de seu crescimento (ODDS et al., 2003).  

Os imidazóis surgiram na década de 1980 e foram os primeiros agentes azólicos a 

serem lançados no mercado. Os mais comuns são cetoconazol e o miconazol, e na época 

tornaram-se drogas muito promissoras para o tratamento de infecções sistêmicas. 

Atualmente, substâncias da classe dos imidazóis são comumente utilizadas em formulações 

tópicas e orais (ODDS et al., 2003). 
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Figura 8: Estrutura química de alguns agentes azólicos: i) cetoconazol (imidazol); ii) 

fluconazol e itraconazol (triazóis de primeira geração); iii) voriconazol e posaconazol 

(triazóis de segunda geração); iv) ravuconazol, isavuconazol e albaconazol (novos triazóis) 

(ODDS et al., 2003; PASQUALOTTO; DENNING, 2008). 

 

O surgimento dos triazóis, na década de 1990, ocorreu pela substituição do núcleo 

imidazol pelo triazol no centro farmacofórica ativo das moléculas, aumentando a 

especificidade na ligação no citocromo P450 do fungo. Os triazóis de primeira geração são 

o fluconazol e o itraconazol, e os de segunda geração são o voriconazol e posoconazol, 

originados de uma modificação estrutural dos triazóis de primeira geração. A inclusão do 

grupo α-O-metil na molécula do fluconazol conferiu atividade antifúngica do voriconazol 

contra Aspergillus spp. e outros fungos filamentosos, ampliando o espectro de ação (ODDS 

et al., 2003). Outros novos triazóis estão em fase de testes in vivo, como ravuconazol, 

albaconazol e isavuconazol (PASQUALOTTO; DENNING, 2008). Essas modificações 

estruturais e o desenvolvimento de novos triazóis proporcionaram a obtenção de 

antifúngicos de maior espectro de ação e menor efeito colateral. Além de essas substâncias 

possuírem formulações tópicas e orais, também estão nas formulações endovenosas, 
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possibilitando a utilização destes azóis no tratamento de infecções sistêmicas. 

1.5.2.2 Alilaminas  

Representada pela terbinafina, são inibidores da enzima esqualeno epoxidase, um 

passo inicial da via biossintética do ergosterol (Figura 3), levando ao efeito fungicida em 

algumas espécies de fungos. O efeito fungicida resulta da depleção de ergosterol na 

membrana e do excesso de esqualeno acumulado, provocando o efeito tóxico na célula 

fúngica (ODDS et al., 2003). A terbinafina é indicada no tratamento das onicomisoses 

causadas por fungos dermatófitos, pois a droga se acumula na pele, unha e tecido adiposo. 

Embora a terbinafina não seja indicada para o tratamento de micoses sistêmicas, existe um 

interesse grande na combinação com outros inibidores da síntese de ergosterol para 

alcançar um efeito sinérgico (MUKHERJEE et al., 2005). 

1.5.2.3 Morfolinos 

A classe dos morfolinos (amorolfina) afeta três alvos moleculares, Δ
14

-redutase, 

Δ
7
,Δ

8
-isomerase e óxido-esqualeno ciclase, acarretando na inibição da síntese do ergosterol 

(Figura 4). A amorolfina pode ser usada no tratamento de infecções fúngicas superficiais 

causadas por fungos dermatófitos (ODDS et al., 2003). 

1.5.3 Substâncias que atuam na síntese de ácidos nucléicos 

Flucitosina (5-fluorocitosina, 5-FC, 4-amino-5-fluoro-2-pirimidona) é um análogo 

de pirimidina e um antimetabólito. A 5-FC atua na célula fúngica inibindo a síntese de 

DNA e RNA. No interior da célula, a citosina deaminase converte a 5-FC em 5-fluouracil, 

um análogo de nucleotídeo, sendo incorporado durante o processo de transcrição do 

RNAm, pela substituição do uracil, inibindo a síntese de proteínas. Adicionalmente, esse 

análogo inibe a timidilato sintase, inibindo por conseqüência a síntese de DNA. A ação 
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seletiva contra os fungos ocorre pela presença da enzima citosina permease presente na 

membrana citoplasmática do fungo, responsável pela translocação da droga para o interior 

da célula fúngica (Figura 9). Fungos leveduriformes (Candida spp. e Cryptococcus spp.) e 

alguns filamentosos (Aspergillus spp., Phialophora spp. e Cladosporium spp.) são 

susceptíveis a 5-FC, entretanto a utilização isolada deste antifúngico no tratamento das 

infecções fúngicas, frequentemente resulta no aparecimento de resistência. Assim, 5-FC é 

quase sempre administrado em combinação com anfotericina B ou fluconazol (ODDS et 

al., 2003). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9: Mecanismo de ação da 5-fluorocitosina, um inibidor da síntese de DNA e RNA 

de fungos. Adaptado da homepage www.doctorfungus.org. Accesso: 15 de maio de 2010. 

 

1.5.4 Substâncias que atuam na organização dos microtúbulos 

O mecanismo de ação da griseofulvina não é bem conhecido, mas estudos têm 

demonstrado a atuação na organização dos microtúbulos, interferindo na polimerização da 

http://www.doctorfungus.org/thefungi/Aspergillus_spp.htm
http://www.doctorfungus.org/thefungi/Phialophora.htm
http://www.doctorfungus.org/thefungi/Cladosporium.htm
http://www.doctorfungus.org/
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tubulina durante a formação do fuso mitótico em fungos. Os efeitos podem ser alteração na 

parede celular, na síntese de ácidos nucléicos e no processo de divisão celular, o que 

caracteriza seu efeito fungicida. A toxicidade seletiva da griseofulvina é moderada, 

apresentando efeito hepatotóxico no paciente e seu espectro de ação é restrito aos fungos 

dermatófitos (ODDS et al., 2003). 

1.5.5 Drogas que atuam na síntese de parede celular 

1.5.5.1 Parede celular 

A parede celular fúngica é uma estrutura dinâmica que, além de promover a 

sustentação e a forma da célula, a protege das mudanças de pressão osmótica e outros 

estresses ambientais, bem como permite a interação da célula fúngica com o ambiente. 

Também, participa ativamente da fisiologia do fungo e mecanismos de patogênese em um 

hospedeiro (BOWMAN; FREE, 2006).  

A parede celular de fungo possui uma espessura de 70-250 nm e representa 

aproximadamente 70% do peso seco de uma levedura/hifa. É constituída, principalmente, 

por polissacarídeos (α- e β- glucanas e quitina), carboidratos do tipo glucanas e mananas, 

que podem estar ligadas às proteínas, formando as glicoproteínas. Os polissacarídeos 

compõem mais que 90% da parede celular, sendo os principais polímeros de glucana (β1,3 

e β1,6) que estão ligadas a quitina por meio de ligação β1,4. As glicoproteínas presentes na 

parede celular estão ligadas aos carboidratos por ligação do tipo N- e O- dos resíduos de 

aminoácidos, e muitas proteínas estão ligadas diretamente à membrana plasmática por meio 

de uma ancora de GPI.  Os sistemas enzimáticos para a síntese de quitina (quitina sintase) e 

glucanas (glucana sintase) se encontram na membrana citoplasmática dos fungos. 

Especificamente, a glucana sintase é um complexo enzimático constituído por duas sub-
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unidades Fksp (Fks1p e Fks2) e Rho1p, onde a primeira é responsável pela adição de 

moléculas de glicose nas cadeias de glucanas e a segunda, é uma subunidade regulatória 

GTPase (BOWMAN; FREE, 2006). 

A parede celular é absolutamente essencial para a sobrevivência; mutações ou 

drogas que afetam a síntese dos componentes de parede celular podem resultar em células 

fúngicas inviáveis ao crescimento e ao estabelecimento de infecção. A célula fúngica 

dispõe de uma maquinaria específica para a síntese dos componentes de parede celular e 

que não são encontrados em humanos, representando uma rica fonte de alvos para novas 

drogas. Entretanto, atualmente dispomos, somente, de uma classe de substâncias-

equinocandinas, que está sendo utilizada no tratamento e profilaxia das infecções fúngicas 

(SELITRENNIKIFF; NAKATA, 2003). 

1.5.5.2 Equinocandinas 

O surgimento de uma classe de drogas que atua na síntese de parede celular de 

fungos representou grande avanço para comunidade científica. Um novo alvo terapêutico 

que abriu caminhos para o tratamento das infecções fúngicas, uma vez que a quimioterapia 

antifúngica restringia-se, basicamente, ao alvo molecular ergosterol e na sua biossíntese.  

Drogas da classe das equinocandinas foram originadas de metabólitos secundários 

de fungos; como a pneumocandina B0 isolada de Glarea lozoyensis. Essas substâncias são 

caracterizadas por um hexapeptídeo cíclico ligado a uma cadeia lipídica, responsável pela 

atividade antifúngica. A equinocandina B e a aculeacina foram descobertos na década de 

70, no entanto as pesquisas foram abandonadas. Nos últimos anos, as equinocandinas, 

inibidores da síntese de parede celular, têm sido inseridas no arsenal terapêutico das 

infecções fúngicas invasivas. Em 2002, a primeira equinocandina, caspofungina, foi 

aprovada pelo FDA e atualmente mais duas foram aprovadas – anidulafungina e 
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micafungina (ODDS et al., 2003; BAL, 2010). (Figura 10).  

 

 

 

 

 

Figura 10: Estrutura química das equinocandinas (BAL, 2010). 

O alvo farmacológico dessas substâncias consiste em um complexo de proteínas 

[β(1,3) glucana sintase] responsável pela síntese do polissacarídeo β(1,3) glucana da parede 

celular. As equinocandinas são inibidores não-competitivos que se ligam à proteína Fks1p, 

bloqueando a ligação de UDP-glicose ao sítio ativo, e conseqüentemente, inibindo o 

desenvolvimento da cadeia de (1,3) glucana, promovendo o efeito fungicida (Figura 11) 

(ODDS et al., 2003; BAL, 2010). 

O espectro de ação das equinocandinas é restrito ao tratamento de candidíases e 

aspergiloses, e também na profilaxia dessas infecções fúngicas. Possuem pouca atividade 

contra fungos do gênero Fusarium, Scedosporium, Coccidiodes, Blastomyces e 

Histoplasma, enquanto Zigomicetos, Trichosporum spp. e Cryptococcus spp. são 

naturalmente resistentes (BAL, 2010). 

 

Figura 11: Complexo 

enzimático da síntese do 

polissacarídeo β(1,3) glucana 

ligado a membrana 

citoplasmática dos fungos. 

Equinocandinas inibem a 

enzima Fks1p, interferindo na 

síntese de parede celular. 

Adaptado de Odds et al. 

(2003). 
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1.6 Resistência aos antifúngicos 

 

A falha terapêutica das micoses pode estar relacionada ao paciente, ao 

microrganismo e ao antifúngico. Com relação ao hospedeiro, fatores como, estado 

imunológico, sítio da infecção, presença de abscesso não drenado, presença de objetos 

estranhos (por ex., cateter), podem influenciar no sucesso do tratamento. Já em relação ao 

microrganismo, a resistência ao antifúngico e a densidade fúngica são os fatores mais 

importantes. Adicionalmente, a farmacocinética da droga (absorção, distribuição e 

metabolismo), interações medicamentosas, dose inapropriada e ação fungistática podem ser 

os principais fatores que contribuem para a falha do tratamento de infecções fúngicas 

(CANUTO; RODERO, 2002). 

É importante discernir os termos resistência microbiológica de resistência clínica. A 

resistência microbiológica se refere a não susceptibilidade do fungo ao agente antifúngico 

utilizando testes de susceptibilidade in vitro, em que o valor de concentração inibitória 

mínima (CIM) da droga exceda o valor de “breakpoint” estabelecido para a espécie fúngica. 

Isto ocorre, pois o fungo dispõe de mecanismos capazes de driblar a ação do antifúngico, 

mecanismos estes, descritos mais adiante. A resistência microbiológica pode ser intrínsica 

(primária) ou adquirida (secundária). A instrísica pode ser encontrada naturalmente em 

certos fungos, como por ex., C. krusei ao fluconazol e C. neoformans as equinocandinas. Já 

a resistência adquirida é caracterizada por uma alteração na expressão gênica, quando em 

presença do agente antifúngica. Por outro lado, a resistência clínica diz respeito à falha do 

tratamento, mesmo que o teste de susceptibilidade in vitro caracterize sensibilidade à droga, 

e está relacionada com fatores inerentes ao hospedeiro e ao antifúngico. Embora resistência 

clínica nem sempre possa ser prevista, estes fatores devem ser levados em consideração 

para individualizar o tratamento com base na situação clínica (SANGLARD; ODDS, 2002; 
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KANAFANI; PERFECT, 2008).   

Muitos clínicos recomendam que se faça um antifungigrama para a indicação do 

melhor antifúngico a ser utilizado no tratamento. Muitas técnicas podem ser utilizadas para 

avaliar a susceptibilidade de Candida spp. aos agentes antifúngicos, mas a técnica padrão 

ouro é a macro- e microdiluição em caldo, padronizada e descrita pelo “Clinical and 

Laboratory Standards Institute” (CLSI), como pode ser vista no documento M27-A3 (CLSI, 

2008). O “European Commitee on Antibiotic Susceptibility Testing”, também, tem 

publicado manuais para testes de susceptibilidade para Candida (ESPINEL-INGROFF et 

al., 2005). Algumas espécies de Candida, quando tratadas com fluconazol, itraconazol e 

voriconazol, são capazes de apresentar efeito “trailing”, fenômeno que consiste em um 

crescimento residual do microrganismo em todas as concentrações da droga testada, 

particularmente após 48 horas de incubação (ARTHINGTON-SKAGGS et al., 2000). 

Dessa forma, a análise criteriosa dos resultados deve ser realizada para determinar o perfil 

de susceptibilidade de Candida spp. aos antifúngicos, evitando erros na interpretação. O 

que se recomenda é fazer a leitura do teste de susceptibilidade nos tempos de 24 e 48h de 

incubação. Algumas modificações desse método foram propostas para minimizar o efeito 

“trailing”, como: variação de pH, tempo de incubação, tamponamento do meio e adição de 

glicose ao meio (RODRIGUEZ-TUDELA et al., 1996; TORNATORE et al., 1997; MARR 

et al., 1999). 

Muitos estudos têm sido realizados com o objetivo de relacionar a ação de 

antifúngicos in vitro com o sucesso/insucesso do tratamento, determinando, assim, pontos 

de corte, podendo classificar os fungos como susceptível, susceptível dose-dependente e 

resistente para uma determinada droga. Para algumas drogas antifúngicas, os valores 

obtidos de teste de susceptibilidade in vitro, em isolados de Candida, se correlacionam com 
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os dados obtidos na prática clínica (NGUYEN et al.; 1998; PFALLER et al., 2006a). No 

entanto, um microrganismo susceptível à droga não é sinônimo de sucesso terapêutico, mas 

no caso de resistência é muito provável que haja insucesso (REX; PFALLER, 2002). 

Assim, Candida spp. dispõem de vários mecanismos de resistência aos antifúngicos, que 

estão descritas abaixo. 

1.6.1 Resistência a agentes azólicos 

 

Os agentes azólicos são rotineiramente utilizados no tratamento de micoses e na 

profilaxia em pacientes imunocomprometidos. Estudos mostram o aumento da resistência 

de isolados de C. albicans em pacientes HIV positivos com candidíase orofaríngea e 

esofágica, e a grande utilização de fluconazol e itraconazol tem sido um fator importante 

para a emergência de resistência. Por outro lado, podemos verificar que em outros tipos de 

candidíase, a resistência é menos comum, como por ex., no caso de candidíase 

vulvovaginal (KANAFANI; PERFECT, 2008).  No entanto, a evidência para a emergência 

de algumas espécies de Candida spp. resistentes aos antifúngicos pode ser confundida com 

os métodos de teste de susceptibilidade e de definições de resistência não padronizados 

(SANGLARD; ODDS, 2002). Nesta mesma revisão, os autores comentam que muitos 

estudos de vigilância antifúngica realizados com isolados sanguíneos de Candida spp., 

baseados em metodologias padronizadas, não sustentam a idéia de que a resistência 

antifúngica constitui em um problema terapêutico crescente ou significativo. 

Os índices de amostras resistentes aos agentes azólicos, geralmente são baixos, no 

entanto, estudos mostram que C. krusei e C. glabrata são as espécies menos sensível a 

essas drogas (HAZEN et al., 2003; COLOMBO et al., 2003; COLOMBO et al., 2006). 

Hazen et al. (2003) compararam a susceptitbilidade de isolados de Candida spp., obtidos de 
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35 países, ao fluconazol e voriconazol, por um período de 3 anos. No ano de 2001, a 

porcentagem de resistência ao fluconazol para C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis, C. 

parapsilosis foi de 1%, 18,3%, 3,1% e 4%, respectivamente. Neste estudo, o Brasil 

contribuiu com 440 isolados de Candida spp. e não foi observada resistência ao fluconazol. 

No entanto, nos anos de 1999 e 2000, o índice de resistência no Brasil foi de 1,4% e 5,3% 

para o fluconazol, respectivamente. Outros estudos mostram que esse perfil se mantém 

(COLOMBO et al., 2003; COLOMBO et al., 2006). No caso do voriconazol, estes estudos 

demonstram que os isolados de Candida spp. são sensíveis, inclusive C. glabrata, que teve 

o maior índice de resistência ao fluconazol (HAZEN et al., 2003). 

São vários os mecanismos moleculares de resistência de Candida aos azóis, que 

incluem, alteração da molécula alvo, aumento da expressão do alvo, presença de via 

biossintética do ergosterol alternativa e aumento de escoamento de droga da célula por 

meio de bombas de efluxo. Alguns genes estão envolvidos no mecanismo de resistência. 

Muitas alterações genéticas têm sido identificadas, e estão associadas com o gene ERG11 

de C. albicans, que codifica a enzima C14α-lanosterol demetilase, incluindo mutações 

pontuais, aumento da expressão e amplificação do gene. Expressões aumentadas do gene 

ERG3, que codifica C5-esterol desaturase, reduzem a susceptibilidade aos azóis por 

prevenir o acúmulo de 14α-metil-3,6-diol de 14α-metilfecosterol, permitindo o crescimento 

fúngico. Outros genes que codificam enzimas que participam da via biossintética do 

ergosterol, também, estão relacionados com a resistência aos azóis. Alguns estudos relatam 

a dependência de expressão do gene ERG3 e ERG11, ou seja, há um aumento da expressão 

do gene ERG3, quando a depleção do gene ERG11 é observada, e vice-versa. Além disso, a 

presença de bombas de efluxo resulta na diminuição da concentração da droga no interior 

da célula. Isto é caracterizado pelo aumento da expressão de genes que codificam bombas 
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de efluxo, e tem sido amplamente observado em leveduras resistentes aos azóis. Bombas de 

efluxo são codificadas por duas famílias de transportadores: genes CDR da superfamília 

cassete de ligação ao ATP e genes MDR (WHITE et al., 1998; SANGLARD; ODDS, 

2002). 

Além dos mecanismos moleculares de resistência, também existem os celulares, que 

podem compreender resistência intrínsica à droga, seleção natural de estirpes resistentes, 

expressão de gene transitório para resistência (resistência epigenética) e alteração no tipo 

celular. Outro aspecto relevante é a atividade fungistática da maioria dos antifúngicos e a 

administração prolongada, permitindo a seleção de mutantes (WHITE et al., 1998). 

1.6.2 Resistência a poliênicos 

Embora a resistência de isolados de Candida aos poliênicos seja rara, estudos 

mostram o aumento dos valores de CIMs de anfotericina B em amostras de C. krusei e C. 

glabrata (KANAFANI; PERFECT, 2008). Em adição, algumas espécies de Candida 

possuem resistência intrínsica (C. guilliermondii e C. lusitaniae). A resistência a 

anfotericina B parece ser espécie dependente, podendo emergir durante os tratamentos com 

antifúngicos, ocorrendo com maior frequência em espécies de C. albicans, C. tropicalis, C. 

parapsilosis (ELLIS, 2002). A ocorrência de resistência a anfotericina B e a nistatina em 

amostras de isolados clínicos é baixa e, frequentemente, ocorre pela diminuição ou 

modificação da molécula alvo (ergosterol), diminuindo a afinidade pelos poliênicos. Muitos 

isolados clínicos resistentes aos poliênicos têm demonstrado uma alteração em ERG2 e 

ERG3 e na taxa de esterol/fosfolipídios. Geralmente, um isolado resistente a um poliênico, 

também, é resistente a outros da mesma forma (WHITE et al., 1998). Colombo et al. (2006) 

mostraram que dentre 291 isolados de C. albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis e C. 
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glabrata, todos foram susceptíveis à anfotericina B, e somente dois isolados apresentaram 

resistência (C. pelliculosa e C. ohmeri). 

1.6.3 Resistência a 5-fluorocitosina 

Resistência primária a 5-FC é comum em espécies de CNA. No entanto, estima-se 

que cerca de 10% dos isolados de C. albicans são instrinsicamente resistentes e que 30% 

desenvolverão resistência secundária. Os mecanismos moleculares envolvidos na 

resistência a 5-FC é a perda da atividade da citosina permease, citosina deaminase e 

diminuição da atividade uracil fosforibosil transferase (converte 5-fluorouracila em 5-

fluorouridina monofosfato) (WHITE et al., 1998). 

1.6.4. Resistência a equinocandinas 

Poucos trabalhos têm descrito a resistência de Candida as equinocandinas. No 

entanto, a resistência pode ocorrer pela mutação do gene FKS1, pelo aumento do efluxo da 

droga pela bomba de efluxo Cdr2p e degradação da droga (SCHUETZER-MUEHLBAUER 

et al., 2003; PARK et al., 2005; MOUDGAL et al., 2005; KANAFANI; PERFECT, 2008). 

Pfaller et al. (2006b) mostraram que em um período de quatro anos, o perfil de 

susceptibilidade de Candida spp. à caspofungina se manteve, apresentando valores de CIM 

baixos (<0,5 µg/mL) para todos os isolados analisados. Interessantemente, Candida spp. e 

Aspergillus spp. susceptíveis a caspofungina apresentam crescimento in vitro em 

concentrações acima à CIM, fenômeno denominado de efeito paradoxal. Este efeito tem 

sido relacionado ao aumento da quitina de parede celular, entretanto, a administração de 

doses mais altas de caspofungina em pacientes não tem mostrado este fenômeno. Também, 

a agregação da droga pode resultar em uma menor atividade, o que contribui para o efeito 

paradoxal (PERLIN 2007; KANAFANI; PERFECT, 2008). 



35 

 

 

 

1.7 Perspectivas para novos agentes antifúngicos 

 

Até a década de 80 do século passado, a terapia antifúngica consistia em agentes 

poliênicos e 5-FC (MEDOFF et al., 1983). No entanto, com advento da AIDS e 

procedimentos invasivos com consequente aumento das micoses sistêmicas, houve a 

necessidade da busca de novos agentes antifúngicos. A partir deste momento surgiram duas 

novas classes de drogas com diferentes alvos farmacológicos, como os inibidores da síntese 

do ergosterol e do polissacarídeo β(1,3) glucana, da parede celular, para aumentar o arsenal 

terapêutico no tratamento das infecções fúngicas (ODDS et al., 2003). Neste sentido, fez-se 

necessário à intensificação de estudos de novas estratégias para o tratamento das infecções 

fúngicas, como a busca de novas moléculas com atividade antifúngica.  

Produtos naturais sejam de origem vegetal, animal ou mineral, são fontes de 

moléculas com potencial antifúngico. As plantas medicinais são importantes não somente 

quando seus constituintes são utilizados diretamente como agentes terapêuticos, mas 

também como matérias-primas farmacêuticas ou fontes de moléculas líderes para obtenção 

de novas estruturas químicas. Muitos trabalhos têm demonstrado que extratos brutos, 

subfrações, óleos essenciais e moléculas isoladas de plantas medicinais possuem atividade 

antimicrobiana, em especial antifúngica (COWAN, 1999; MESA ARANGO et al., 2004; 

ISHIDA et al., 2006; ABAD et al., 2007; ISHIDA et al., 2009). 

Outra fonte de moléculas com atividade antifúngica são os microrganismos, haja 

vista que muitos antibióticos comercializados atualmente foram, primeiramente, isolados de 

fungos e bactérias (TORTORA et al., 2003), como por exemplo, agentes poliênicos e 

equinocandinas, drogas utilizadas na prática clínica no tratamento das infecções fúngicas. 

Vicente et al. (2003) descreveram em uma revisão algumas moléculas produzidas por 

microrganismos com atividade antifúngica com diferentes mecanismos de ação: inibidores 
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da síntese de polissacarídeo β1,3 ou β1,6 glucana de parede celular dos fungos 

(pneumocandinas e papulocandinas), de quitina (nicomicinas e polioxinas, felisina A), de 

manoproteínas, de esfingolipídeos, e inibidores de síntese de proteínas (sordarinas). 

Adicionalmente, produtos sintéticos são moléculas bastante promissoras no estudo 

da atividade antifúngica. Desde a década de 70, além dos agentes azólicos, novas moléculas 

inibidoras da síntese de ergosterol têm sido sintetizadas. Hays et al. (1977a, 1977b) e 

Taylor et al. (1983) verificaram que o 15-azasterol (15-aza-24-metilene-D-homocolesta-

8,14-dien-3β-ol) inibia o crescimento de Saccharomyces cerevisae, em concentrações de 1 

ng/mL, acumulando um esterol, ergosta-8,14-dien-3β-ol. Também, foi verificado que esta 

molécula seria um inibidor competitivo das enzimas Δ
24

-esterol metilfransferase (24-SMT) 

e 24(28) metileno redutase, que fazem parte da via biossintética do ergosterol. Outros 

azasteróis, inibidores competitivos com S-adenosil-L-metionina (SAM) pela enzima 24-

SMT, também apresentaram atividade inibitória contra S. cerevisae, com o consequente 

acúmulo de zimosterol e diminuição de ergosterol na célula fúngica, demonstrando que a 

enzima 24-SMT tem um papel importante no metabolismo do fungo (OEHLSCHLAGER et 

al., 1984). Em 1987, Georgopapadakou et al. demonstraram que o 15-azasterol inibia a 

síntese de lipídeos e interferia na integridade da membrana citoplasmática de C. albicans. 

Ator et al. (1989) demonstraram o mecanismo e inibição da enzima 24-SMT de C. albicans 

e C. tropicalis pelos análogos de esteróis. Outros trabalhos têm demonstrado a ação 

inibitória de azasteróis sobre Pneumocystis carinii (URBINA et al., 1997) e P. brasiliensis 

(VISBAL et al., 2003; VISBAL et al., 2005). Em 2003, Burbiel e Bracher revisaram a 

atividade antifúngica dos azasteróis, em específico, àqueles que contêm um átomo de 

nitrogênio no anel esteroidal, em diferentes espécies fúngicas. Azasteróis que apresentam 
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átomo de enxofre na cadeia lateral inibiam a 24-SMT de C. albicans causando a inibição da 

síntese de ergosterol, do crescimento e da filamentação (KANAGASABAI et al., 2004).  

Autores têm demonstrado atividade antiprotozoário, contra Leishmania spp. e 

Trypanosoma cruzi, de alguns inibidores da 24-SMT (22,26 azasterol, 25-

epiminolanosterol, IMI e PYR) (HAUGHAN et al., 1995; RODRIGUES et al., 2002, 

LORENTE et al.,2004; GRANTHON et al., 2007; RODRIGUES et al., 2007). De Souza et 

al. (2002) descreveram alterações marcantes na ultraestrutura de tripanossomatídeos 

tratados com inibidores da síntese de esterol, mostrando que essa via biossintética é 

essencial para o metabolismo dos parasitas. Azasteróis, também, foram ativos contra 

Toxoplasma gondii (DANTAS-LEITE et al., 2004) e Giardia lamblia (MAIA et al., 2007). 

 Inibidores sintéticos da esqualeno sintase, têm demostrado atividade inibitória para 

a enzima esqualeno sintase. Atualmente, SQS tem sido intensamente investigada para o 

desenvolvimento de moléculas que apresentam atividade anti-hipercolesterolemia e anti-

hipertrigliceridemia em células de mamíferos (TAVRIDOU; MANOLOPOUCOS, 2009). 

Adicionalmente, essas moléculas têm apresentado atividade contra parasitas, como 

protozoários e fungos: (1) arilquinuclidinas têm sido descrito como potentes inibidores da 

síntese de colesterol com significante efeito in vitro e em animais, e também apresentam 

potente atividade em concentrações de nanomolares a subnanomolares contra parasitas 

como T. cruzi, Leishmania e T. gondii (URBINA et al., 2002; URBINA et al., 2004; 

MARTINS-DUARTE et al., 2006; RODRIGUES et al., 2008); e, (2) ácido zaragózico, um 

produto natural extraído de fungos, apresenta alta atividade contra diferentes espécies de 

fungos (BERGSTROM et al., 1993). 

O entendimento da biologia do agente etiológico da micose e o estudo de novas 

moléculas com potencial antifúngico são importantes na abertura de caminhos para o 
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desenvolvimento de novos agentes antifúngicos. Estes trabalhos citados nesta sessão 

demonstram a importância de se estudar novos alvos, como 24-SMT e SQS. 

Adicionalmente, muitas moléculas sintéticas e isoladas de produtos naturais mostraram-se 

interessantes inibidores das enzimas 24-SMT e SQS, podendo ser fontes para o 

desenvolvimento de novas drogas antifúngicas, podendo atuar em novos alvos, diferentes 

aos dos antifúngicos utilizados na prática clínica. 
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2. Objetivos 

2.1 Objetivo geral 

Esta tese teve como objetivo geral avaliar a atividade antifúngica de inibidores da 

Δ
24

-esterol metil transferase (24-SMT) e esqualeno sintase (SQS), enzimas que participam 

da via biossintética do ergosterol, sobre isolados clínicos de Candida spp. 

2.2 Objetivos específicos 

 Avaliar o perfil de susceptibilidade de isolados clínicos de Candida spp. aos 

antifúngicos comerciais utilizados no tratamento de candidíases: fluconazol, itraconazol 

e anfotericina B, pela utilização da técnica de microdiluição em caldo. 

 Avaliar o efeito dos inibidores da síntese de esteróis (inibidores de 24-SMT e SQS) 

sobre o crescimento celular de isolados clínicos de Candida spp., pela técnica de 

microdiluição em caldo.  

 Averiguar o efeito fungistático/fungicida dos inibidores da síntese de esteróis sobre 

isolados clínicos de Candida spp. 

 Verificar alterações morfológicas e ultraestruturais de leveduras de Candida spp. 

tratadas com os inibidores da síntese de esteróis pelas técnicas de microscopia óptica, 

eletrônica de transmissão e de varredura. 

 Analisar os efeitos dos inibidores da síntese de esteróis no ciclo celular de Candida spp. 

por microscopia de fluorescência. 

 Avaliar o efeito dos inibidores da síntese de esteróis sobre o perfil lipídico de leveduras 

pelas técnicas de microscopia de fluorescência e métodos cromatográficos. 
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 Avaliar os efeitos citotóxicos dos inibidores da 24-SMT e SQS em células de 

mamíferos. 

3. Materiais e Métodos 

3.1 Microrganismos 

Cepas de Candida spp. da American Type Culture Colection (ATCC), cedidas 

gentilmente pela Fundação Oswaldo Cruz (FIOCRUZ, Rio de Janeiro, Brasil): Candida 

albicans ATCC 24433, Candida albicans ATCC 10231, Candida krusei ATCC 6258, 

Candida glabrata ATCC 2001, Candida parapsilosis ATCC 22019, Candida tropicalis 

ATCC 28707 e Candida tropicalis ATCC 13803, foram utilizadas para uma triagem da 

atividade antifúngica dos inibidores da síntese de esteróis.  

Os inibidores que apresentaram efeito inibitório sobre as cepas ATCC foram, 

posteriormente, avaliados em 65 isolados clínicos de Candida spp.: Candida albicans (21), 

Candida parapsilosis (19), Candida tropicalis (14), Candida guilliermondii (3), Candida 

glabrata (2), Candida krusei (1), Candida lusitaneae (1),Candida zeylanoides (1), Candida 

rugosa (1),Candida dubliniensis (1) e Candida lipolytica (1). Estes isolados foram obtidos 

de diferentes sítios anatômicos: sangue (35%), urina (26%) e outros materiais clínicos 

(fluido vaginal, fezes, escarro, líquido pleural, abcessos, pele e unha) (39%) (Figura 12 e 

Tabela 1). As estirpes foram isoladas no período de 2002 a 2006, identificadas por 

procedimentos de diagnóstico de rotina nos Serviços de Micologia do Instituto de Biologia 

do Exército (IBEx), HEMORIO e Hospital Central do Exército (HCE) e, gentilmente, 

cedidas por Ribeiro (2006). 

As amostras de isolados clínicos e ATCC de Candida spp. foram estocadas em água 

destilada estéril e em ágar Sabouraud dextrose (ASD) recobertos com óleo mineral, em 
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temperatura ambiente. As amostras foram, também, mantidas em ASD a 4-8ºC, e sub-

cultivadas em meio Sabouraud dextrose, a 35ºC, por pelo menos 48h, para a obtenção de 

colônias isoladas, para serem utilizadas nos experimentos descritos nas próximas sessões. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12: Distribuição dos isolados clínicos obtidos de diferentes sítios anatômicos de 

pacientes. ULP-úlcera de lesão de pele, ND-não determinado. 

 

 

Tabela 1: Origem dos isolados e o material clínico utilizado para o isolamento das 

amostras de Candida spp. (ULP - úlcera de lesão em pele, HAS - Hospital Adventista 

Silvestre, ND-não determinado). 

no. 

amostras 

Amostras Material clínico Origem (instituição) 

1 C. albicans 44A ND ND 
2 C. albicans 78 Escarro Hemorio 
3 C. albicans 2A ND ND 
4 C. albicans 2 Sangue Hemorio 
5 C. albicans 9 Sangue Hemorio 
6 C. albicans 11 Sangue Hemorio 
7 C. albicans 12 Fezes Hemorio 
8 C. albicans 53 Urina Hemorio 
9 C. albicans 58 Sangue Hemorio 

10 C. albicans 60 Úlcera peniana Hemorio 
11 C. albicans 63A Urina Hemorio 
12 C. albicans 63B Urina Hemorio 
13 C. albicans 77 Escarro Hemorio 
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14 C. albicans 79 Fezes Hemorio 
15 C. albicans 115 ND HAS 
16 C. albicans 116 Urina HAS 
17 C. albicans 117 Urina HAS 
18 C. albicans 118 Urina HAS 
19 C. albicans 119 Ponta de catéter HAS 
20 C. albicans 120 Ponta de catéter HAS 
21 C. albicans 123 Urina HAS 
22 C. parapsilosis Cavidade oral ND 
23 C. parapsilosis 35 Urina Hemorio 

24 C. parapsilosis 14 Sangue Hemorio 

25 C. parapsilosis 20 Sangue Hemorio 

26 C. parapsilosis 4 ULP Hemorio 

27 C. parapsilosis 7 Sangue Hemorio 

28 C. parapsilosis 13 ULP Hemorio 

29 C. parapsilosis 17 Sangue Hemorio 

30 C. parapsilosis 18 Sangue Hemorio 

31 C. parapsilosis 21 Sangue Hemorio 

32 C. parapsilosis 23 Sangue Hemorio 

33 C. parapsilosis 25 Mãos Hemorio 

34 C. parapsilosis 28 Sangue Hemorio 

35 C.parapsilosis 29A Líquido pleural Hemorio 

36 C. parapsilosis 34 Sangue Hemorio 

37 C. parapsilosis 41 sangue Hemorio 

38 C. parapsilosis 64 Sangue Hemorio 

39 C. parapsilosis 66 Sangue Hemorio 

40 C. parapsilosis 81 Sangue Hemorio 

41 C. tropicalis 50 Sangue Hemorio 

42 C. tropicalis 5 Fezes Hemorio 

43 C. tropicalis 6 Urina Hemorio 

44 C. tropicalis 16 Abcesso Hemorio 

45 C. tropicalis 19 Urina Hemorio 

46 C. tropicalis 22 Fezes Hemorio 

47 C. tropicalis 42 Urina Hemorio 

48 C. tropicalis 51 Urina Hemorio 

49 C. tropicalis 56 Urina Hemorio 

50 C. tropicalis 57 Sangue Hemorio 

51 C. tropicalis 59 ND Hemorio 

52 C. tropicalis 62 Urina Hemorio 

53 C. tropicalis 75 Sangue Hemorio 

54 C. tropicalis 82 Fezes Hemorio 

55 C. glabrata Cavidade oral ND 

56 C. glabrata 24 Sangue Hemorio 

57 C. krusei Cavidade oral ND 

58 C. guilliermondii 01 Fezes Hemorio 

59 C. guilliermondii 03 ULP Hemorio 

60 C. guilliermondii 54 Urina Hemorio 
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61 C. dubliniensis Cavidade oral ND 

62 C. lusitaniae 33 Urina Hemorio 

63 C. lipolytica 43 Sangue Hemorio 

64 C. rugosa 55 Sangue Hemorio 

65 C. zeylanoides 76 Sangue Hemorio 

 

3.2 Substâncias  antifúngicas 

 

Os inibidores da síntese de esteróis, que atuam sobre as enzimas: (i) Δ
24(25) 

esterolmetiltransferase (24-SMT) - 20-piperidin-2-yl-5α-pregnan-3β-20-diol (22,26 

azasterol ou AZA) e 24 (R,S),25-epiminolanosterol (EIL), e (ii) esqualeno sintase (SQS) - 

BPQ-OH, E5700 e ER-119884, WSP1261, WSP1262, WSP1263, WSP1264, WSP1265, 

WSP1266, WSP 1267, WSP1268 e WSP1269, foram cedidos pelo Dr. Julio A. Urbina 

(consultor do DNDi, Estados Unidos) e pelo Dr. Ian Gilbert (Dundee University, Cardiff, 

UK) (Figura 13). As drogas foram diluídas em dimetil sulfóxido (DMSO) (Sigma Chemical 

Co., Missouri, USA) e em meio RPMI 1640 (Sigma Aldrich) para obter uma concentração 

final de 64 µg/mL. A concentração final do DMSO não excedeu a 1%, concentração esta 

que não influencia no crescimento de Candida spp. 

Fluconazol (FLC) (Pfizer, Brasil) e itraconazol (ITC) (Sigma Chemical Co., 

Missouri, USA) e anfotericina B (AMB) (Sigma Chemical Co., Missouri, USA) (Figura 13) 

foram utilizadas como antifúngicos padrão para os testes de susceptibilidade. As 

substâncias foram diluídas em DMSO e meio RPMI 1640, obtendo soluções estoques de 

512, 64 e 32 µg/mL, respectivamente. 
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Figura 13: Substâncias avaliadas para a atividade antifúngica sobre isolados clínicos de 

Candida spp. 
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3.3 Avaliação da atividade antifúngica de inibidores da síntese de 
esteróis 

3.3.1 Determinação da concentração inibitória mínima (CIM) 

A determinação da CIM de inibidores da síntese de esteróis (inibidores da 24-SMT, 

SQS e C14α-lanosterol demetilase) e AMB foi realizada utilizando a técnica de 

microdiluição em caldo, preconizado pelo “Clinical Laboratory Standards Institute”, 

documento M27-A3 (CLSI, 2008). De acordo com este documento, FLC deve ser testada 

nas concentrações de 0,12 a 128 µg/mL, e a AMB, nas concentrações de 0,015 a 8 µg/mL. 

Para os novos triazóis, é recomendada a utilização de concentrações entre 0,03 e 16 µg/mL. 

Dessa maneira, concentrações de 0,03 a 16 µg/mL foram escolhidas para avaliar a atividade 

antifúngica dos inibidores da 24-SMT e SQS. 

Em microplacas de 96 poços, as drogas antifúngicas foram diluídas, seriadamente, 

em meio RPMI 1640 (com glutamina e sem bicarbonato, Sigma Chemical Co., Missouri, 

USA), tamponado com MOPS (Sigma Chemical Co., Missouri, USA) 0,165 M, pH 7,0. 

Uma suspensão de leveduras foi padronizada de acordo com a turbidez da escala 0,5 Mc 

Farland (1-5 x 10
6 

UFC/mL), diluída 1:50 e, posteriormente, 1:20 em meio RPMI 1640. 

Uma alíquota de 100 µL foi dispensada em poços da microplaca de 96 poços para obter 

uma concentração fúngica final de 0,5-2,5 x 10
3 

UFC/mL. As microplacas foram incubadas 

em estufa a 35 ºC, por 24 e 48 h, em uma câmara umidecida e escura. A determinação da 

concentração inibitória mínima (CIM) dos antifúngicos foi obtida pela observação visual da 

ausência de crescimento na menor concentração da droga capaz de inibir o crescimento 

fúngico in vitro, nos tempos 24 e 48h. A leitura visual serviu de suporte técnico na detecção 

do efeito “trailling”. Adicionalmente, as CI50 e CI90 (concentração inibitória mínima de 

50% e 90% do crescimento fúngico, respectivamente) foram determinadas através da 
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leitura da densidade óptica da suspensão em comprimento de onda de 492 nm, após 48 h de 

incubação. A CIM dos agentes azólicos é considerada como sendo a menor concentração 

capaz de inibir 50% do crescimento fúngico (CI50). No entanto, para a AMB, a CIM é 

definida como sendo a menor concentração capaz de inibir 90% do crescimento fúngico 

(CI90). A análise dos resultados de CIM e a determinação do perfil de susceptibilidade das 

cepas de Candida spp. foi baseada no documento M27-A3 (Tabela 2).  

 

Tabela 2: Interpretação dos resultados da determinação da CIM do fluconazol, itraconazol 

e anfotericina B (CLSI, 2008). 

Antifúngicos  Concentração ( g/mL) 

Susceptível (S) Susceptível dose-

dependente (SDD) 

Resistente (R) 

Fluconazol ≤ 8 16-32 ≥ 64 

Itraconazol ≤ 0,125 0,25-0,5 ≥ 1 

Anfotericina B < 2 - ≥ 2 

 

3.3.2 Determinação da concentração fungicida mínima (CFM) 

Após a determinação da CIM dos inibidores da 24-SMT e SQS, uma alíquota de 10 

µL das suspensões fúngicas tratadas com as concentrações inibitórias foi semeada em uma 

superfície de ASD, incubadas a 35 ºC, por 48 h. A CFM é definida como sendo a menor 

concentração da droga em que foi observada a ausência do crescimento fúngico (ISHIDA et 

al., 2006). O efeito fungicida foi considerado quando a CFM for igual ou até 4 vezes o 

valor da CIM (PFALLER et al., 2004).  

3.4 Microscopia de contraste de interferência diferencial e 
fluorescência convencional 

 

Leveduras de C. albicans (isolado 77) foram tratadas com a CI50 dos inibidores da 

24-SMT (AZA e EIL) e SQS (WSP1267) por 48h, a 35ºC, e então lavadas em PBS, pH 7,2 
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e fixadas em paraformaldeído 4 % em tampão fosfato 0,1 M, pH 7,2 por 30 min. Em 

seguida, as células foram aderidas em lamínulas revestidas com poli-L-lisina por 20 min, 

incubadas com DAPI (Sigma Chemical Co., Missouri, USA) a 1 µg/mL, por 10 min, para a 

marcação de DNA celular, e com "Nile Red” (Fluka, USA) a 5 µg/mL, por 30 min, para a 

marcação de corpos lipídicos. As lamínulas foram montadas sobre lâminas com solução de 

N-propilgalato e observadas em microscópio de fluorescência (Axioplan, Zeiss) equipado 

com filtros rodamina (“Nile red”) e DAPI, e as imagens foram capturadas com uma câmera 

Hamamatsu C5810. As alterações das leveduras foram avaliadas em pelo menos 300 

células e o tamanho da célula fúngica foi medida utilizando o programa SemAfore 5.0 

(Jeol, Japan). 

3.5 Microscopia eletrônica de transmissão 

Leveduras de C. albicans (isolado 77) tratadas com CI50 de AZA, EIL e WSP1267, 

e C. tropicalis ATCC 28707 com CI50 de AZA, WSP1267, E5700 e ER-119884 tratadas 

com CI50, foram coletadas por centrifugação a 3.000 g por 10 min, e fixadas em 

glutaraldeído 2,5 % e paraformaldeído a 4% diluídos em tampão cacodilato 0,1 M, por 2 h, 

a temperatura ambiente. Posteriormente, as células foram lavadas no mesmo tampão, 

contrastada em tetróxido de ósmio 1%, contendo ferrocianeto de potássio 1,25% e CaCl2 

durante 2 h, desidratadas em concentrações crescentes de etanol (15, 30, 50, 70, 80, 90, 

100% e etanol ultra seco), durante 30 min, em cada concentração, e incluídas em resina de 

spurr. Cortes ultrafinos foram obtidos em um ultramicrótomo Reichert-Jung Supernova, 

coletados em grades de cobre com 300 “mesh”, contrastado com acetato de uranila e citrato 

de chumbo e observados em microscópio eletrônico de transmissão Zeiss 900 equipada 

com uma câmera CCD Camera (Modelo Mega view III, Soft Image System, Alemanha). As 
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imagens foram processadas com o programa iTEM (Soft Image System, Alemanha). A 

espessura de parede celular e a dimensão das vesículas de leveduras tratadas e não tratadas 

foram medidas utilizando o programa SemAfore 5.0 (Jeol, Japan). 

3.6 Microscopia eletrônica de varredura 

Leveduras de C. albicans (isolado 77) tratadas com valores de CI50 de AZA, EIL e 

WSP1267, por 48h, a 35 ºC, foram coletadas por centrifugação a 3.000 g, por 10 min, e 

fixadas em glutaraldeído 2,5 % e paraformaldeído a 4 % diluídos em tampão cacodilato 0,1 

M, por 2 h, a temperatura ambiente. Posteriormente, as células foram lavadas no mesmo 

tampão e aderidas em lamínulas revestidas com poli-L-lisina. Em seguida, foram 

desidratadas em concentrações crescentes de etanol (15, 30, 50, 70, 80, 90, 95, 100% e 

etanol ultra-seco), durante 30 min, em cada um. As amostras foram secas, em ponto crítico 

de CO2, metalizadas com ouro e observadas em microscópio eletrônico de varredura Jeol 

JSM-6340F. 

3.7 Análise de lipídeos 

3.7.1 Extração e separação de lipídeos neutros (LN) e polares (LP) 

Leveduras de C. albicans (isolado 77) foram tratadas com AZA, EIL e FLC; e de C. 

tropicalis ATCC 28707 com E5700, ER-119884 e terbinafina, em diferentes concentrações 

das drogas previamente diluídas em meio RPMI 1640, tamponado com MOPS, por 48h, a 

35⁰C. Os lipídeos totais de membrana de leveduras foram extraídos com uma mistura de 

clorofórmio:metanol (2:1, v/v), filtrados e concentrados à pressão reduzida. As amostras de 

lipídeos foram ressuspendidas em clorofórmio e aplicadas em uma coluna de ácido silícico 

(100 mesh, Sigma Aldrich), previamente ativado a 100 ºC, por 24 h. Os lipídeos neutros 
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(LN) e polares (LP) foram eluídos utilizando clorofórmio e uma mistura de 

clorofórmio:metanol (1:1, v/v), respectivamente (BLIGH; DYER, 1959). Depois da 

eluição, as frações contendo os LN e LP foram secas por pressão reduzida e armazenados a 

-70 ºC, até as próximas análises, como descrito a seguir. 

3.7.2 Análise de lipídeos neutros 

As frações de LN foram analisadas por cromatografia gás-líquido de alta resolução 

acoplada à espectrometria de massas (CG-EM) para a análise quantitativa e estrutural dos 

lipídeos (VISBAL; SAN-BLAS, 2007). Os LN foram analisados em uma coluna capilar de 

alta resolução HP-5 ultra 2 (25 m de comprimento,  0,20 mm de diâmetro interno, 5% 

difenil e 95 % dimetil polisiloxano com 0,33 mm de espessura) em um cromatógrafo a gás 

modelo CG 5890 series II (Hewlett Packard) equipado com um detector de massas HP5972 

(Hewlett Packard). Brevemente, os LN foram diluídos em clorofórmio e injetados em uma 

coluna, que foi mantida a 50 ºC, por 1 min, em seguida, foi realizado um aumento crescente 

da temperatura até alcançar 280 ºC em uma velocidade de 25 ºC/min, e finalmente, um 

aumento a 300 ºC na velocidade de 1 ºC/min. O fluxo da fase móvel gasosa (hélio) foi 

mantido constante a 0,6 mL/min e as temperaturas do injetor e do detector foram mantidas 

a 250 ºC e 280 ºC, respectivamente. 

3.7.3 Análise de fosfolipídios 

A fração de LP, que contém principalmente fosfolipídios, foi ressuspendida em 50 

µL de uma mistura de clorofórmio:metanol (2:1, v/v) e um volume de 10 µL da amostra foi  

aplicado em uma placa sílica gel de dimensões de 10 x 20 cm (fase estacionária). As 

amostras foram eluídas da placa de sílica gel usando uma mistura de 

clorofórmio:metanol:32% hidróxido de amônio p/v (17:7:1, por volume) (fase móvel) 
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(CUZNER; DAVINSON, 1967). Paralelamente às amostras, foram aplicados padrões de 

fosfolipídios (todos da Sigma Aldrich): L-α-fosfatidil-DL-glicerol, L-α-ácido fosfatídico 

dipalmitoil, L-α-fosfatidil-N1N-dimetil etanolamina dipalmitoil, L-α-fosfatidil-L-serina, L-

α-fosfatidilcolina, L-α-fosfatidilinositol, 3-sn- L-α-ácido fosfatídico e L-α-

fosfatidiletanolamina. Os fosfolipídios eluídos por cromatografia em camada delgada 

(CCD) em sílica gel foram revelados com iodo, e o fator de retenção (Rf) de cada 

substância foi calculado, sendo a razão da distância do percurso da substância (cm) e a 

distância do percurso da fase móvel (cm). 

3.7.4 Análise de ácidos graxos 

Para a análise de ácidos graxos esterificados, a fração de LP foi dissolvida em 200 

µL de clorofórmio, e uma alíquota de 50 µL de cada fração foi transmetilada pela adição de 

200 µL de H2SO4 5% em metanol, em um banho-maria a 60ºC, por 1h. Posteriormente, a 

reação foi parada adicionando 200 µL de água destilada (GUCKERT et al., 1985). Os 

ácidos graxos esterificados foram extraídos com éter de petróleo, secos e quantitativamente 

analisados pelo CG-MS, como descrito anteriormente para análise de LN.  

3.8 Ensaio de citotoxicidade 

Células de rim de macaco verde (Vero) foram mantidas em „Dulbecco‟s modified 

Eagle‟s medium”(DMEM, Gibco Invitrogen Corporation, New York, USA) suplementado 

com L-glutamina 2 mM, soro fetal bovino inativado a 10 % e gentamicina  50 µg/mL, a 37 

ºC em uma atmosfera de CO2 a 5 %. Em uma microplaca de 96 poços, 2,5 x 10
4 

células/poço foi dispensado e incubado por 24 h para formação de uma monocamada de 

células. Posteriormente, a monocamada foi tratada com diferentes concentrações de 

inibidores da biossíntese de esteróis (AZA, EIL e WSP1267) por 48 h, a 37 ºC, em CO2 5 
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%. Antifúngicos padrão (AMB, FLC e ITC), também, foram avaliadas nesse modelo de 

ensaio de citotoxicidade. Após a incubação, as células foram fixadas em ácido 

tricloroacético 10 % por 1 h, a 4 ºC, e coradas com sulforrodamina B por 30 min, a 4 ºC, e 

as densidades óticas foram obtidas em comprimento de onda a 530 nm (LIN et al, 1999). A 

concentração citotóxica de 50 % (CC50) e o índice de seletividade (IS = CC50/CI50) foram 

calculados. 

3.9 Análise Estatística 

As análises estatísticas dos resultados obtidos foram realizadas por meio do 

software Statistica 6.0 (Statsoft, Inc., Oklahoma city, Okla, USA), e o intervalo de 

confiança considerado foi de 95%. 

Para a análise dos valores de CIs50 e CIs90 dos antifúngicos padrão e das substâncias 

testes, teste de Pearson foi realizado para correlacionar os resultados de CIs, determinando-

se o coeficiente de correlação de Pearson (r), onde r=1 significa uma correlação positiva 

perfeita entre duas variáveis e, r=-1 significa uma correlação negativa perfeita entre duas 

variáveis. 

Para análise comparativa entre resultados dos grupos de leveduras sem tratamento e 

com tratamento, foram realizados testes t-student. 

3.9 Edição de Imagens 

As imagens obtidas de microscopia de contraste de interferência diferencial, 

fluorescência, eletrônica de transmissão e de varredura foram editadas em programa 

Photoshop CS3. 
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4. Resultados  

4.1 Determinação da concentração inibitória mínima 

Inibidores da biossíntese de esteróis (azasteróis e quinuclidinas) foram avalidos para 

a atividade antifúngica, primeiramente, contra cepas referência (ATCC) de diferentes 

espécies de Candida. Na tabela 3 podemos observar que os inibidores da enzima 24-SMT 

(AZA e EIL) apresentaram efeito inibitório, em concentrações bem inferiores a 16 µg/mL, 

exceto C. albicans ATCC 10231. C. krusei (ATCC 6258, FLC-resistente) e C. tropicalis 

ATCC 28707 (FLC-, ITC- e AMB-resistente) foram susceptíveis ao AZA em CI50 de 0,5 

μg/mL e 0,03 μg/mL, respectivamente. Por outro lado, EIL não apresentou atividade para 

C. krusei ATCC 6258 e C. glabrata ATCC 2001. Dentre as substâncias da classe das 

quinuclidinas (inibidores da enzima SQS), somente o análogo WSP1267 apresentou 

relevante atividade antifúngica com CI50 variando de 0,5 µg/mL a 8 µg/mL. WSP1267 

mostrou ter atividade contra as cepas ATCC, incluindo C. krusei ATCC 6258 (CI50=1 

μg/mL) e C. tropicalis ATCC 28707 (CI50=0,5 μg/mL) e menos ativo para C. albicans 

ATCC 24433 e C. parapsilosis ATCC 22019. Interessantemente, outros inibidores da SQS 

(E5700 e ER-119884) apresentaram atividade antifúngica somente para C. tropicalis ATCC 

28707, uma cepa resistente a AMB, FLC e ITC (Tabela 3). 

Testes de susceptibilidade aos agentes antifúngicos padrão (AMB, FLC e ITC) e 

susbstâncias testes que apresentaram atividade para as cepas ATCC (AZA, EIL e 

WSP1267) foram realizados sobre isolados clínicos de Candida spp. Determinação das 

CIs50 e CIs90 foram obtidas pela determinação da absorbância da suspensão fúngica a 492 

nm após 48 h de incubação (Tabela 4). Além disso, foram, também, realizadas leituras 
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visuais nos tempos de 24 e 48 h para avaliar o efeito “trailing” que algumas espécies de 

Candida apresentam frente aos agentes azólicos (Tabela 5).  

Todos os isolados clínicos foram susceptíveis à AMB, com a mediana dos valores 

de CI50 variando de 0,015 a 0,25 µg/mL e de CI90 de 0,12 a 0,5 µg/mL (Tabela 6). 

Entretanto, três isolados (dois C. tropicalis e um C. guilliermondii) apresentaram valores de 

CI90 mais elevados (1 μg/mL). Susceptibilidade ao FLC foi observada em 92% dos 

isolados, embora 26 % apresentaram efeito “trailing”. Três isolados foram resistentes ao 

FLC (dois C. tropicalis e um C. krusei). Quarenta e cinco porcento dos isolados foram 

susceptíveis em concentrações de 0,25-0,50 μg/mL (CI50) e 37 % em 0,50-1 μg/mL (CI90). 

Por outro lado, 75% dos isolados foram susceptíveis ao ITC e 16% apresentaram efeito 

“trailing”. Resistência ao ITC foi observada em seis isolados (três C. tropicalis, um C. 

albicans, um C. glabrata, e um C. krusei). A maioria dos isolados apresentaram valores de 

CI50 e CI90 para ITC ≤ 0,03 μg/mL (62 % e 41 %, respectivamente). Os isolados de C. 

krusei foram menos susceptíveis aos antifúngicos padrão, apresentando CI90 de 0,5 μg/mL 

para AMB, > 128 μg/mL para FLC e 2 μg/mL para ITC (Tabela 4 e 6). 

Os inibidores da enzima 24-SMT (AZA and EIL) foram avaliadas contra 

isolados clínicos de Candida spp., e os valores de CIs revelaram uma importante atividade 

antifúngica (Tabela 4 e 7). Para AZA, os valores de CI50 e CI90 inferiores a 2 μg/mL foram 

observados em 86% e 52% dos isolados, respectivamente. Já para EIL, foram verificados 

em 92% and 63% dos isolados. C. zeylanoides e C. lipolytica (CNA menos frequente) 

apresentaram CI50-90 ≤ 0,03 μg/mL para AZA e EIL, respectivamente. EIL também 

apresentou atividade contra C. zeylanoides (CI50 = 1 μg/mL) (Tabela 7). Finalmente, 

isolados de C. guilliermondii, resistente ao FLC e ao ITC, foram susceptíveis ao AZA, com 



54 

 

 

 

CI50-90 de 0,06 a 0,25 µg/mL. Entretanto, ambos isolados de C. krusei e C. lipolytica não 

foram sensíveis ao AZA (CI50-90  ≥ 16 µg/mL) (Tabela 7). 

O inibidor da SQS (WSP1267) também foi avalido contra os 65 isolados 

clínicos de Candida spp. As medianas dos valores de CI50 e de CI90 para todos os isolados 

foram de 2 e 4 µg/mL, respectivamente (Tabela 7). Os valores de CI50 e CI90 inferiores a 2 

μg/mL foram observados em aproximadamente 40% e 15% dos isolados clínicos, 

respectivamente. De modo geral, os valores de CI50 e CI90 apresentaram poucas variações 

dentre os isolados (Tabela 4). No entanto, nota-se que alguns isolados de Candida spp. 

apresentaram menor susceptibilidade ao WSP1267 (valores de CI50 ≥ 8 µg/mL): C. 

albicans (3), C. tropicalis (5), C. parapsilosis (1), C. glabrata (1), C. dubliniensis (1) e C. 

lipolytica (1). Em contraste, todos os isolados que apresentaram resistência ao FLC e ao ITC; com 

CI90 de 64 µg/mL e >16 µg/mL, respectivamente; foram susceptíveis ao WSP1267 em 

concentrações inferiores a 8 µg/mL (Tabela 4). 

4.2 Correlações 

Correlações positivas dos valores de CI50 foram observadas entre AZA e AMB 

(r=0,47), AZA e EIL (r=0,46), e FLC e ITC (r=0,79). Entre os valores de CI90 foram 

obervados correlações positivas entre FLC e ITC (r=0,71) e também, entre EIL e 

WSP1267. Por outro lado, nenhuma correlação significativa foi observada entre os agentes 

azólicos/AMB e os inibidores da 24-SMT e SQS  

Alguns isolados clínicos que apresentaram efeito “trailing” ao FLC (n=17) e ITC 

(n=11) também apresentaram crescimento residual em altas concentrações de AZA (16 

μg/ml) de 58% (10/17) e 54% (6/11) dos isolados, respectivamente. Em contraste, nenhum 
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crescimento residual foi observado no tratamento dos isolados clínicos com EIL e com 

WSP1267. 
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Tabela 3: Susceptibilidade das cepas de referência de Candida spp. (ATCC) aos inibidores da enzima ∆
24(25)

 esterol metil transferase, 

da esqualeno sintase e aos antifúngicos padrão (anfotericina B-AMB, fluconazol-FLC e itraconazol-ITC), analisados pelo método da 

microdiluição em caldo. Resultados de CI50 e CI90 estão expressos em µg/mL. 

 

Drogas 

 

C. albicans 

ATCC 10231 

C. albicans 

ATCC 24433 

C. glabrata 

ATCC 2001 

C. krusei 

ATCC 6258 

C. parapsilosis 

ATCC 22019 

C. tropicalis 

ATCC 13803 

C. tropicalis 

ATCC 28707 

 CI50 CI90 CI50 CI90 CI50 CI90 CI50 CI90 CI50 CI90 CI50 CI90 CI50 CI90 

AMB 0,12 0,25 0,12 0,25 0,03 0,12 0,25 0,25 0,03 0,06 0,007 0,25 2 2
R
 

FLC 1 >128
T
 2 >128

 T 4 >128
T
 32

 
 64

 R
 2 4 0,25 2 >128

 
 >128

R 

ITC 0,5 >16
T
 0,06 >16

 T 0,12 4
T
 0,12 0,25 ≤0,03 0,06 ≤0,03 0,03 >16

 
 >16

 R
 

AZA  >16 >16 8 >16 1 2 0,5 1 0,25 4 0,25 4 0,03 0,12 

EIL 1 >16 2 >16 >16 >16 >16 >16 2 4 1 2 2 >16 

BPQ-OH >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16 

ER-119884 >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16 1 4 

E5700 >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16 1 4 

WSP 1261 >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16 

WSP 1262 8 >16 16 >16 8 >16 8 >16 >16 >16 8 >16 4 8 

WSP 1263 16 >16 >16 >16 >16 >16 16 >16 >16 >16 8 >16 8 8 

WSP 1264 >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16 

WSP 1265 >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16 

WSP 1266 >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16 

WSP 1267 1 4 8 8 0,5 1 1 1 8 8 0,5 0,5 0,5 2 

WSP 1268 >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16 16 >16 8 >16 

WSP 1269 >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16 8 >16 

WSP 1270 >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16 

T – efeito “trailing”, R – resistência. 
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Tabela 4: Susceptibilidade de cepas de Candida spp. ATCC e isolados clínicos aos inibidores da Δ
(24)25

- esterol metil transferase (AZA e 

EIL) e esqualeno sintase (WSP1267) e aos antifúngicos padrão (fluconazol, itraconazol e anfotericina B) após 48 h de incubação. CI50 e CI90 

foram determinados pela técnica de microdiluição em caldo (CLSI, 2008), utilizando um comprimento de onda a 492 nm.  

  Concentração (µg/mL) 

N º Amostras AZA EIL WSP1267 Fluconazol Itraconazol Anfotericina B 
CI50 CI90 CI50 CI90 CI50 CI90 CI50 CI90 CI50 CI90 CI50 CI90 

1 C. albicans ATCC 

10231 
>16 >16 1 >16 1 4 1 >128

 T 0,5 >16
 T 0,12 0,25 

2 C. albicans ATCC 

24433 
8 >16 2 >16 8 8 2 >128

 T 0,06 >16
 T 0,12 0,25 

3 C. albicans 44A 0,25 1 2 4 8 8 1 4 0,12 0,5
 SDD 0,06 0,12 

4 C. albicans 78 0,06 0,06 2 2 8 8 1 4 0,12 0,25
 SDD 0,06 0,12 

5 C. albicans 2A 0,25 8 2 2 8 8 1 >128 0,25 >16
 T 0,25 0,5 

6 C. albicans 2 1 >16 2 4 2 4 2 >128 0,06 >16
 T 0,25 0,25 

7 C. albicans 9 1 4 1 2 1 2 0,25 0,5 <0,03 0,03 0,03 0,03 
8 C. albicans 11 0,25 2 1 2 0,5 2 0,25 >128 0,06 >16

 T 0,25 0,25 
9 C. albicans 12 0,5 1 1 2 4 8 0,5 >128 0,03 0,25

 SDD 0,12 0,25 
10 C. albicans 53 0,06 1 1 2 1 4 <0,25 >128

 T <0,03 >16
 T 0,015 0,06 

11 C. albicans 58 2 >16 2 4 8 8 1 >128
 T >16 >16

 R 0,06 0,5 
12 C. albicans 60 0,25 >16 0,5 1 2 2 0,25 0,5 <0,03 0,03 0,015 0,12 
13 C. albicans 63A 0,25 1 1 2 2 4 0,25 1 <0,03 0,03 0,06 0,25 
14 C. albicans 63B 8 >16 1 2 1 2 0,25 >128

 T 0,03 >16
 T 0,06 0,25 

15 C. albicans 77 0,25 2 1 1 1 2 <0,25 0,5 <0,03 <0,03 0,03 0,06 
16 C. albicans 79 0,5 2 2 2 2 4 <0,25 0,5 <0,03 <0,03 0,03 0,06 
17 C. albicans 115 2 16 2 2 4 4 0,25 1 <0,03 <0,03 0,06 0,12 
18 C. albicans 116 2 >16 2 2 2 4 0,25 >128

 T <0,03 <0,03 0,03 0,12 
19 C. albicans 117 1 16 2 4 2 4 0,25 1 <0,03 <0,03 0,03 0,12 
20 C. albicans 118 1 >16 4 4 2 4 0,25 0,5 <0,03 <0,03 0,06 0,12 
21 C. albicans 119 0,5 4 2 4 1 2 <0,25 0,25 <0,03 <0,03 0,007 0,015 
22 C. albicans 120 2 >16 4 8 1 2 <0,25 8 <0,03 0,03 0,03 0,06 
23 C. albicans 123 2 >16 1 2 2 4 0,25 >128

 T <0,03 >16
 T 0,03 0,06 

24 C. parapsilosis 

ATCC 22019 
0,25 4 2 4 8 8 2 4 0,03 0,06 0,03 0,06 

25 C. parapsilosis 1 >16 1 1 2 4 2 >128
 T 1 >16

 T 0,12 0,25 
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  Concentração (µg/mL) 

N º Amostras AZA EIL WSP1267 Fluconazol Itraconazol Anfotericina B 
CI50 CI90 CI50 CI90 CI50 CI90 CI50 CI90 CI50 CI90 CI50 CI90 

26 C. parapsilosis 35 1 4 0,5 1 2 4 <0,25 0,5 0,015 0,015 0,12 0,25 
27 C. parapsilosis 14 0,25 0,5 1 4 1 4 0,5 >128

 T 0,06 0,25
 SDD 0,12 0,25 

28 C. parapsilosis 20 0,25 0,5 1 1 2 8 0,5 >128
 T 0,03 0,06 0,06 0,25 

29 C. parapsilosis 4 0,06 0,25 2 4 2 8 0,25 0,5 <0,03 0,03 0,015 0,03 
30 C. parapsilosis 7 0,25 1 2 4 4 8 0,5 1 <0,03 <0,03 0,015 0,06 
31 C. parapsilosis 13 0,5 2 2 8 8 8 0,5 1 <0,03 0,03 0,015 0,06 
32 C. parapsilosis 17 0,12 0,5 1 4 4 4 <0,25 <0,25 <0,03 <0,03 0,015 0,06 
33 C. parapsilosis 18 0,12 0,5 2 4 2 4 <0,25 <0,25 <0,03 <0,03 0,03 0,12 
34 C. parapsilosis 21 0,06 0,25 1 2 2 4 0,25 0,5 <0,03 <0,03 0,015 0,06 
35 C. parapsilosis 23 0,06 0,5 1 2 0,5 1 <0,25 <0,25 <0,03 <0,03 <0,015 0,015 
36 C. parapsilosis 25 0,12 0,5 1 1 2 4 <0,25 <0,25 <0,03 0,03 0,06 0,25 
37 C. parapsilosis 28 0,06 0,12 1 2 2 4 0,5 <0,25 <0,03 <0,03 0,06 0,25 
38 C.parapsilosis 29A 0,25 1 2 4 4 4 1 1 <0,03 0,06 0,06 0,25 
39 C. parapsilosis 34 0,06 0,5 1 2 2 4 <0,25 0,5 <0,03 <0,03 0,03 0,12 
40 C. parapsilosis 41 0,06 0,12 1 2 2 4 1 4 <0,03 0,03 0,015 0,12 
41 C. parapsilosis 64 4 >16 1 2 2 4 0,25 0,5 <0,03 >0,03 0,25 0,5 
42 C. parapsilosis 66 0,25 0,5 2 4 4 8 0,5 1 <0,03 <0,03 0,015 0,06 
43 C. parapsilosis 81 0,12 0,25 2 2 4 8 1 2 0,03 0,06 0,015 0,03 
44 C. tropicalis ATCC 

28707 
0,03 0,12 2 >16 0,5 2 >128 >128

 R >16 >16
 R 2 2

 R 

45 C. tropicalis ATCC 

13803 
0,25 4 1 2 0,5 0,5 0,25 2 <0,03 0,03 0,007 0,25 

46 C. tropicalis 50 0,12 4 1 1 2 2 0,25 0,5 0,12 0,25
 SDD 0,03 0,25 

47 C. tropicalis 5 0,25 8 1 1 2 4 0,5 1 0,03 0,12 0,015 0,06 
48 C. tropicalis 6 0,06 0,5 2 8 16 >16 0,5 1 <0,03 <0,03 0,03 0,12 
49 C. tropicalis 16 0,06 0,5 2 8 2 4 <0,25 <0,25 <0,03 <0,03 0,015 0,12 
50 C. tropicalis 19 4 8 1 1 2 4 0,5 1 0,03 0,06 0,06 0,12 
51 C. tropicalis 22 0,12 8 1 2 4 8 1 64

 R 0,03 2
 R 0,015 0,5 

52 C. tropicalis 42 0,12 2 1 2 2 4 0,5 8 0,03 0,5
 SDD 0,06 0,25 

53 C. tropicalis 51 1 4 1 1 2 4 0,25 0,5 <0,03 >16
 T 0,06 0,25 

54 C. tropicalis 56 2 >16 2 2 2 8 0,5 1 <0,03 <0,03 0,06 0,5 
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  Concentração (µg/mL) 

N º Amostras AZA EIL WSP1267 Fluconazol Itraconazol Anfotericina B 
CI50 CI90 CI50 CI90 CI50 CI90 CI50 CI90 CI50 CI90 CI50 CI90 

55 C. tropicalis 57 0,25 16 2 2 8 16 0,5 >128
 T 0,03 >16

 T 0,03 0,5 
56 C. tropicalis 59 4 16 1 2 8 8 >128 >128

 R  >16 >16
 R 0,12 0,5 

57 C. tropicalis 62 1 16 1 2 8 8 1 >128
 T 0,06 >16

 T 0,06 1
 R 

58 C. tropicalis 75 4 16 8 8 8 8 4 >128
 T 0,25 >16

 R 0,5 1
 R 

59 C. tropicalis 82 2 8 2 2 4 8 4 >128
 T 0,12 >16

 T 0,12 0,25 
60 C. glabrata ATCC 

2001 
1 2 >16 >16 0,5 1 4 >128 0,12 4 

R 0,03 0,12 

61 C. glabrata 16 >16 2 4 8 16 8 >128 1 4 
R 0,25 0,5 

62 C. glabrata 24 0,12 0,25 0,5 1 2 4 0,25 0,5 0,03 0,25
SDD 0,015 0,06 

63 C. krusei ATCC 

6258 
0,5 1 >16 >16 1 1 32 64 0,12 0,25

SDD 0,25 0,25 

64 C. krusei 16 >16 8 8 2 2 16 >128 
R 0,5 2 0,25 0,5 

65 C. guilhermondii 

01 
0,03 0,25 1 2 4 8 0,12 0,25 0,125 0,5 

SDD 0,015 0,015 
 

66 C. guilhermondii 

03 
0,12 0,25 1 4 4 8 4 16 

SDD 0,12 0,25
SDD 1 1  

67 C. guilliermondii 

54 
0,06 0,5 2 4 4 8 4 4 0,06 0,12 0,015 0,06 

68 C. dubliniensis 0,5 2 2 8 8 8 0,25 0,5 0,06 0,12 0,12 0,25 
69 C. lusitaniae 33 0,06 0,5 0,5 2 2 4 0,5 1 0,03 0,12 0,06 0,12 
70 C. lipolytica 43 >16 >16 <0,03 >0,03 8 16 0,5 1 0,25 0,5 

SDD 0,12 0,25 
71 C. rugosa 55 0,25 1 1 2 4 4 0,5 0,5 <0,03 <0,03 0,03 0,12 
72 C. zeylanoides 76 <0,03 <0,03 1 2 2 4 4 16 

SDD 0,06 0,12 0,06 0,12 

T – efeito “trailing”, SDD – susceptível dose-dependente, R – resistente. 
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Tabela 5: Leitura visual do ensaio de microdiluição em caldo para a determinação da concentração inibitória mínima dos inibidores da 

Δ
(24)25

- esterol metil transferase (AZA e EIL) e esqualeno sintase (WSP1267) após 24 e 48 h de incubação. Antifúngicos padrão também 

foram avaliados. 

  Concentração (µg/mL) 

N º  
Amostras 

22,26 azasterol EIL WSP1267 Fluconazol Itraconazol Anfotericina B 
24 h  48 h 24 h  48 h 24 h  48 h 24 h  48 h 24 h  48 h 24 h  48 h 

1 C. albicans ATCC 

10231 
8 >16 1 1 4 4 0,5 1  0,25  0,06 

2 C. albicans ATCC 

24433 
8 >16 1 2 4 8 1 2  0,12  0,25 

3 C. albicans 44A 0,06 0,25 2 4 8 18 1 1 0,06 0,12 0,12 0,12 
4 C. albicans 78 1 1 2 4 8 16 1 1 0,12 0,12 0,015 0,25 
5 C. albicans 2A 0,12 0,25 2 4 8 16 1 1 <0,03 0,25 0,12 0,5 
6 C. albicans 2 0,5 2 2 8 4 4 1 16 0,12 2 0,12 0,25 
7 C. albicans 9 1 4 2 2 1 2 1 1 <0,03 <0,03 0,015 0,06 
8 C. albicans 11 4 16 2 2 1 2 2 >128 <0,03 >16 0,25 0,5 
9 C. albicans 12 0,5 1 2 2 4 16 1 2 <0,03 0,06 0,12 0,5 

10 C. albicans 53 0,5 2 2 2 2 4 <0,25 >128 <0,03 >16 0,06 0,06 
11 C. albicans 58 4 >16 4 4 8 16 >128 >128 >16 >16 0,12 0,5 
12 C. albicans 60 1 >16 1 1 2 2 <0,25 >128 <0,03 >16 0,06 0,25 
13 C. albicans 63A 0,06 1 1 4 2 4 <0,25 1 <0,03 <0,03 <0,007 0,5 
14 C. albicans 63B 8 >16 2 4 2 4 >128 >128 <0,03 >16 0,06 0,25 
15 C. albicans 77 0,5 4 1 2 2 4 <0,25 2 <0,03 0,06 0,06 0,12 
16 C. albicans 115 2 16 1 2 4 4 1 >128 <0,03 >16 0,06 0,12 
17 C. albicans 116 1 >16 1 2 4 8 <0,25 >128 <0,03 >16 0,06 0,12 
18 C. albicans 117 2 16 2 4 4 4 1 8 <0,03 0,12 0,06 0,12 
19 C. albicans 118 0,25 >16 1 2 4 4 <0,25 >128 <0,03 >16 0,06 0,12 
20 C. albicans 119 0,5 8 4 4 2 2 <0,25 0,25 <0,03 0,03 <0,007 0,06 
21 C. albicans 120 8 >16 8 16 2 2 <0,25 >128 <0,03 >16 0,06 0,06 
22 C. albicans 123 4 >16 1 2 2 4 <0,25 >128 <0,03 >16 0,06 0,06 
23 C. albicans 79 0,25 8 1 2 2 4 <0,25 1 <0,03 <0,03 0,06 0,06 
24 C. parapsilosis 

ATCC 22019 
0,12 4 2 4 4 8 1 2  0,5  0,12 

25 C. parapsilosis 64 2 >16 1 2 2 4 <0,25 >128 <0,03 >16 0,25 0,5 
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  Concentração (µg/mL) 

N º  
Amostras 

22,26 azasterol EIL WSP1267 Fluconazol Itraconazol Anfotericina B 
24 h  48 h 24 h  48 h 24 h  48 h 24 h  48 h 24 h  48 h 24 h  48 h 

26 C. parapsilosis 66 0,12 0,5 1 4 4 8 1 2 <0,03 0,06 0,03 0,25 
27 C. parapsilosis 23 0,06 1 2 4 0,5 1 <0,25 <0,25 <0,03 <0,03 <0,015 <0,015 
28 C. parapsilosis 25 0,12 1 1 2 2 4 <0,25 0,5 <0,03 <0,03 0,06 0,25 
29 C. parapsilosis 28 0,25 1 1 4 2 4 <0,25 0,5 <0,03 <0,03 0,06 0,25 
30 C.parapsilosis 29A 0,5 1 2 4 4 4 1 1 0,03 0,12 0,06 2 
31 C. parapsilosis 34 0,12 1 1 4 2 4 <0,25 1 <0,03 <0,03 0,06 0,12 
32 C. parapsilosis 41 0,25 0,25 1 4 2 4 1 4 0,12 0,12 0,06 0,12 
33 C. parapsilosis 81 0,12 0,25 1 2 2 8 1 2 0,12 0,12 <0,007 0,12 
34 C. parapsilosis 0,5 2 1 8 2 4 2 4 0,5 1 0,12 0,25 
35 C. parapsilosis 35 2 4 1 1 2 4 <0,25 0,5 <0,03 <0,03 0,25 0,5 
36 C. parapsilosis 14 0,25 2 1 4 2 8 0,5 0,5 <0,03 <0,03 0,12 1 
37 C. parapsilosis 20 0,5 1 1 2 2 8 1 2 <0,03 0,06 0,06 0,25 
38 C. parapsilosis 4 0,03 0,5 1 8 4 8 0,5 1 <0,03 <0,03 <0,015 0,06 
39 C. parapsilosis 7 0,12 1 2 4 4 8 1 2 <0,03 <0,03 <0,015 0,06 
40 C. parapsilosis 13 0,5 2 2 8 4 8 0,5 1 <0,03 0,12 <0,015 0,06 
41 C. parapsilosis 17 0,06 0,5 1 4 2 4 <0,25 1 <0,03 <0,03 <0,015 0,06 
42 C. parapsilosis 18  0,5 0,5 2 2 4  0,5  <0,03  0,12 

43 C. parapsilosis 21  0,25 1 2 2 8  0,5  <0,03  0,06 

44 C. tropicalis ATCC 

28707 
0,12 4 0,5 2 0,5 1 >128 >128 >16 >16 2 4 

45 C. tropicalis ATCC 

13803 
4 8 1 2 1 2 <0,25 >128 <0,03 >16 0,12 0,25 

56 C. tropicalis 59 2 16 2 2 8 16 >128 >128 >16 >16 0,12 0,5 
47 C. tropicalis 62 2 16 2 2 8 16 1 >128 0,06 >16 0,12 1 
48 C. tropicalis 75 4 16 8 16 8 16 1 >128 0,12 >16 0,5 1 
49 C. tropicalis 82 2 8 2 2 1 8 <0,25 >128 <0,03 >16 0,12 0,25 
50 C. tropicalis 50 0,12 1 1 2 4 4 0,5 2 0,06 0,25 0,06 0,12 
51 C. tropicalis 5 0,12 8 1 2 1 4 0,5 1 <0,03 0,5 <0,015 0,06 
52 C. tropicalis 6 0,06 0,5 1 16 4 >16 0,5 1 <0,03 <0,03 <0,015 0,12 
53 C. tropicalis 16 <0,03 0,5 1 2 2 4 <0,25 <0,25 <0,03 <0,03 <0,015 0,06 
54 C. tropicalis 19 2 8 1 2 2 8 <0,25 0,5 <0,03 0,06 0,06 0,12 
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  Concentração (µg/mL) 

N º  
Amostras 

22,26 azasterol EIL WSP1267 Fluconazol Itraconazol Anfotericina B 
24 h  48 h 24 h  48 h 24 h  48 h 24 h  48 h 24 h  48 h 24 h  48 h 

55 C. tropicalis 22 0,5 8 2 2 8 8 2 4 0,12 >16 0,12 0,5 
56 C. tropicalis 42 1 4 1 4 2 4 2 32 1 >16 0,25 0,5 
57 C. tropicalis 51 0,5 4 1 4 4 4 <0,25 >128 <0,03 >16 0,12 0,25 
58 C. tropicalis 56 8 >16 1 2 2 16 0,5 >128 <0,03 >16 0,12 0,5 
59 C. tropicalis 57 8 >16 4 4 8 16 0,5 >128 <0,03 >16 0,12 0,5 
60 C. krusei ATCC 

6258 
1 2 16 >16 2 2 32 64 0,25 0,25 0,12 1 

61 C. krusei 2 16 4 16 1 2 4 16 0,5 1 0,25 0,5 
62 C. glabrata ATCC 

2001 
4 4 16 >16 1 2 8 >128 0,5 2 0,12 0,12 

63 C. glabrata 4 16 2 4 16 16 4 8 0,5 1 0,12 0,5 
64 C. glabrata 24 0,25 1 0,5 1 2 4 0,5 1 <0,03 0,03 0,03 0,25 
65 C. guilliermondii 54 0,12 1 2 >16 4 8 4 8 0,12 0,25 0,015 0,06 
66 C guilhermondii 01 <0,03 0,25 1 8 2 4 1 2 <0,03 0,06 <0,015 0,25 
67 C. guilhermondii 03 0,25 8 1 8 4 8 16 64 0,25 1 1 1 
68 C. zeylanoides 76 <0,03 <0,03 1 2 2 4 8 16 0,12 0,25 0,06 0,25 
69 C. rugosa 55 0,5 1 1 4 2 4 0,5 0,5 <0,03 0,06 0,03 0,25 
70 C. dubliniensis 0,06 2 2 8 4 8 0,5 0,5 <0,03 0,12 0,03 0,12 
71 C. lipolytica 43 >16 >16 >16 >16 16 >16 4 4 0,25 0,5 0,5 1 
72 C. lusitaniae 33 0,12 0,5 1 4 2 4 1 1 <0,03 0,06 0,06 0,25 
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Tabela 6: Susceptibilidade de 65 isolados clínicos de Candida spp. a anfotericina B (AMB), 

fluconazol (FLC)e itraconazol (ITC), analisados pelo método de microdiluição em caldo, 

documento M27-A3 (CLSI, 2008).  

SDD – susceptível dose-dependente, R – resistente; -Não determinado, 
+
Resultados de CIs são 

medianas; *Efeito “trailing” para o fluconazol [C. albicans (9), C. tropicalis (4), C. parapsilosis 

(3) and one C. glabrata(1)]; **Efeito “trailing” para o itraconazol [C. albicans (6), C. tropicalis 

(4) and C. parapsilosis (1)]. 

 

Agente 

antifúngico 

 

Espécies (no. de isolados) 

Concentração (µg/mL) Susceptibilidade 

no. de isolados (%) 

Intervalo das 

CIs 

+
CI50 

+
CI90  SDD R 

AMB Todas espécies (65) ≤0,007 - 1 0,06 0,12  -  

 Candida albicans (21) ≤0,007 – 0,5 0,06 0,12  -  

 Candida parapsilosis (19) 0,015 – 0,5 0,03 0,12  -  

 Candida tropicalis (14) 0,015 - 1 0,06 0,25  -  

 Candida glabrata (2) 0,015-0,5 0,12 0,25  -  

 Candida krusei (1) 0,25 - 0,5 0,25 0,5  -  

 Candida lusitaneae (1) 0,06 - 0,12 0,06 0,12  -  

 Candida guilliermondii (3) 0,015 - 1 0,015 0,06  -  

 Candida zeylanoides (1) 0,06 – 0,12 0,06 0,12  -  

 Candida rugosa (1) 0,03 – 0,12 0,03 0,12  -  

 Candida dubliniensis (1) 0,12 – 0,25 0,12 0,25  -  

 Candida lipolytica (1) 0,12 – 0,25 0,12 0,25  -  

        

FLC Todas espécies (65) ≤0,25 - >128
*
 0,5 1  2 (3,07) 3 (4,62) 

 Candida albicans (21) ≤0,25 - >128
*
 0,25 4    

 Candida parapsilosis (19) ≤0,25- >128
*
 0,5 0,5    

 Candida tropicalis (14) ≤0,25- >128
*
 0,5 4,5   2 (14,29) 

 Candida glabrata (2) ≤0,25 - >128
*
 4 64    

 Candida krusei (1) 16 - >128 16 >128   1 (100) 

 Candida lusitaneae (1) 0,5 - 1 0,5 1    

 Candida guilliermondii (3) 0,12 - 16 4 4  1 (33,33)  

 Candida zeylanoides (1) 4 - 16 4 16  1 (100)  

 Candida rugosa (1) 0,5 0,5 0,5    

 Candida dubliniensis (1) ≤0,25 – 0,5 ≤0,25 0,5    

 Candida lipolytica (1) 0,5 - 1 0,5 1    

        

ITC Todas espécies (65) ≤0,03 - >16
**

 ≤0,03 0,12  10 (15,38) 6 (9,23) 

 Candida albicans (21) ≤0,03 - >16
**

 ≤0,03 ≤0,03  3 (14,28) 1 (4,76) 

 Candida parapsilosis (19) ≤0,03 - >16
**

 ≤0,03 ≤0,03  1 (5,26)  

 Candida tropicalis (14) ≤0,03 - >16
**

 ≤0,03 1,25  2 (14,28)  3 (21,43) 

 Candida glabrata (2) ≤0,03 - 4 0,5 2  1 (50,00) 1 (50,00) 

 Candida krusei (1) 0,12 - 2 0,5 2   1 (100) 

 Candida lusitaneae (1) ≤0,03 - 0,12 ≤0,03 0,12    

 Candida guilliermondii (3) 0,06 - 0,5 0,12 0,25  2  (66,66)  

 Candida zeylanoides (1) 0,06 - 0,12 0,06 0,12    

 Candida rugosa (1) ≤0,03 ≤0,03 ≤0,03    

 Candida dubliniensis (1) 0,06 - 0,12 0,06 0,12    

 Candida lipolytica (1) 0,25 - 0,5 0,25 0,5  1 (100)  
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Tabela 7: Atividade antifúngica de 20-piperidin-2-yl-5α-pregnan-3β,20-diol (AZA) e 24 

(R,S),25-epiminolanosterol (EIL), ambos inibidores da enzima ∆
24(25)

-esterol metil transferase, e 

WSP1267, um inibidor da enzima esqueleno sintase, contra 65 isolados clínicos de Candida spp. 

avaliados pelo método de microdiluição em caldo, documento M27-A3 (CLSI, 2008). 
 

Drogas 

 

Espécies (no. de isolados) 

Concentração (µg/mL) 

Intervalo das CIs 
+
CI50 

+
CI90 

AZA Todas espécies (65) ≤0,03 - >16 0,5 2 

 Candida albicans (21) 0,06 - >16 0,5 8 

 Candida parapsilosis (19) 0,06 - >16 0,12 0,5 

 Candida tropicalis (14) 0,06 - >16 0,62 8 

 Candida glabrata (2) 0,12 - >16 1 2 

 Candida krusei (1) 16 - >16 16 >16 

 Candida lusitaneae (1) 0,06 - 0,5 0,06 0,5 

 Candida guilliermondii (3) ≤0,03 - 0,5 0,06 0,25 

 Candida zeylanoides (1) ≤ 0,03 ≤0,03 ≤ 0,03 

 Candida rugosa (1) 0,25 - 1 0,25 1 

 Candida dubliniensis (1) 0,5 - 2 0,5 2 

 Candida lipolytica (1) >16 >16 >16 

     

EIL Todas espécies (65) ≤0,03 - >16 2 2 

 Candida albicans (21) 0,5 - 8 2 2 

 Candida parapsilosis (19) 0,5 - 8 1 2 

 Candida tropicalis (14) 1 - 8 1 2 

 Candida glabrata (2) 0,5 - 4 1 2 

 Candida krusei (1) 8  8 8 

 Candida lusitaneae (1) 0,5 - 2 0,5 2 

 Candida guilliermondii (3) 1 - 4 1 4 

 Candida zeylanoides (1) 1 - 2 1 2 

 Candida rugosa (1) 1 - 2 1 2 

 Candida dubliniensis (1) 2 - 8 2 8 

 Candida lipolytica (1) ≤0,03 ≤0,03 ≤0,03 

     

WSP1267 Todas espécies (65) 0,5 - 16 2 4 

 Candida albicans (21) 0,5 - 8 2 4 

 Candida parapsilosis (19) 0,5 - 8 2 4 

 Candida tropicalis (14) 2 - 16 2 8 

 Candida glabrata (2) 2 - 16 4 8 

 Candida krusei (1) 2 2 2 

 Candida lusitaneae (1) 2 - 4 2 4 

 Candida guilliermondii (3) 4 - 8 4 8 

 Candida zeylanoides (1) 2 - 4 2 4 

 Candida rugosa (1) 4 4 4 

 Candida dubliniensis (1) 8 8 8 

 Candida lipolytica (1) 4 4 4 
+
valores de CIs são medianas. 
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4.3 Determinação da concentração fungicida mínima (CFM) 

A CFM para aproximadamente 50% dos isolados clínicos de Candida spp. foi ≥ 16 μg/mL 

para AZA, EIL e WSP1267, revelando predominantemente um efeito fungistático dos inibidores 

da síntese de esteróis. Interessantemente, em 4 isolados de CNA (C. glabrata, C. lusitaneae, C. 

zeylanoides e C. rugosa) não foi observado crescimento celular em concentrações inferiores a 4 

µg/ml, indicando uma possível atividade fungicida, especialmente para AZA. Por outro lado, C. 

albicans revelou menor susceptibilidade ao AZA que as outras espécies (Tabela 8 e 9).  

Tabela 8: Determinação da concentração fungicida mínima (CFM) dos inibidores da enzima 

Δ
(24)25

- esterol metil transferase (AZA e EIL) e esqualeno sintase (WSP1267) contra 7 cepas de 

Candida spp. ATCC e 65 isolados clínicos. 

 

  Concentração (µg/mL) 

N º Amostras AZA EIL WSP1267 
1 C. albicans ATCC 10231 >16 >16 4 
2 C. albicans ATCC 24433 >16 >16 8 
3 C. albicans 44A >16 >16 >16 
4 C. albicans 78 >16 16 >16 
5 C. albicans 2A >16 4 >16 
6 C. albicans 2 >16 >16 16 
7 C. albicans 9 >16 16 2 
8 C. albicans 11 >16 8 4 
9 C. albicans 12 >16 >16 16 

10 C. albicans 115 >16 16 8 
11 C. albicans 116 >16 >16 8 
12 C. albicans 117 >16 16 4 
13 C. albicans 118 >16 16 8 
14 C. albicans 119 >16 16 >16 
15 C. albicans 120 >16 >16 4 
16 C. albicans 123 >16 >16 8 
17 C. albicans 63A 2 >16 16 
18 C. albicans 63B >16 16 4 
19 C. albicans 77 >16 >16 4 
20 C. albicans 79 >16 8 4 
21 C. albicans 53 8 8 4 
22 C. albicans 58 >16 4 >16 
23 C. albicans 60 >16 8 8 
24 C. parapsilosis ATCC 

22019 
>16 16 8 

25 C. parapsilosis 16 16 8 
26 C. parapsilosis 35 >16 2 8 
N º Amostras AZA EIL WSP1267 
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27 C. parapsilosis 14 4 >16 >16 
28 C. parapsilosis 20 16 2 >16 
29 C. parapsilosis 4 2 >16 16 
30 C. parapsilosis 7 4 >16 16 
31 C. parapsilosis 13 8 >16 >16 
32 C. parapsilosis 17 8 >16 8 
33 C. parapsilosis 18 4 16 8 
34 C. parapsilosis 21 8 16 16 
35 C. parapsilosis 23 2 4 1 
36 C. parapsilosis 25 1 8 16 
37 C. parapsilosis 28 8 16 16 
38 C.parapsilosis 29A 8 8 16 
39 C. parapsilosis 41 >16 >16 8 
40 C. parapsilosis 64 >16 16 4 
41 C. parapsilosis 66 2 16 >16 
42 C. parapsilosis 81 2 >16 8 
43 C. parapsilosis 34 8 16 16 
44 C. tropicalis ATCC 28707 16 >16 2 
45 C. tropicalis ATCC 13803  16 >16 8 
56 C. tropicalis 22 16 8 16 
47 C. tropicalis 19 8 16 >16 
48 C. tropicalis 50 8 8 8 
49 C. tropicalis 5 16 2 16 
50 C. tropicalis 6 8 >16 >16 
51 C. tropicalis 16 16 >16 8 
52 C. tropicalis 42 8 >16 >16 
53 C. tropicalis 51 8 8 8 
54 C. tropicalis 56 >16 >16 >16 
55 C. tropicalis 59 >16 >16 >16 
56 C. tropicalis 62 >16 >16 >16 
57 C. tropicalis 75 >16 >16 16 
58 C. tropicalis 82 16 8 8 
59 C. tropicalis 57 >16 >16 >16 
60 C. krusei ATCC 6258 2 >16 16 
61 C. krusei >16 >16 16 
62 C. glabrata ATCC 2001 >16 >16 2 
63 C. glabrata >16 4 >16 
64 C. glabrata 24 2 >16 >16 
66 C guilhermondii 01 2 >16 16 
67 C. guilhermondii 03 16 >16 16 
68 C. guilliermondii 54 16 >16 8 
71 C. zeylanoides 76 0,03 2 4 
70 C. rugosa 55 4 >16 8 
65 C. dubliniensis >16 >16 16 
69 C. lipolytica 43 >16 >16 >16 
72 C. lusitaniae 33 >16 4 8 
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Tabela 9: Porcentagem cumulativa dos valores da concentração fungicida mínima (CFM) de 

AZA (20-piperidin-2-yl-5α-pregnan-3β,20-diol), EIL (24(R,S),25-epiminolanosterol) e WSP1267 

contra 65 isolados clínicos de Candida spp.  
  Porcentagem cumulativa da CFM (µg/mL) 

Espécies (no. de isolados) Drogas 0,03 1 2 4 8 16 >16 

Todas espécies (65) AZA 1,52 3,04 12,16 16,72 34,96 44,08 100 

 EIL   6,08 15,20 30,40 51,68 100 

 WSP1267   3,07 16,92 44,15 69,23 100 

         

Candida albicans (21) AZA   4,76 4,76 9,52 9,52 100 

 EIL    9,52 28,57 61,98 100 

 WSP1267   4,76 38,09 61,90 71,43 100 

         

Candida parapsilosis (19) AZA  5,26 26,31 36,87 68,42 68,42 100 

 EIL   10,52 15,79 26,31 63,15 100 

 WSP1267   5,26 10,52 42,10 78,95 100 

         

Candida tropicalis (14) AZA     35,71 64,28 100 

 EIL   7,17 7,17 35,71 42,87 100 

 WSP1267    7,17 28,57 57,14 100 

         

Candida glabrata (2) AZA   50 50 50 50 100 

 EIL    50 50 50 100 

 WSP1267       100 

         

Candida krusei (1) AZA       100 

 EIL       100 

 WSP1267       100 

         

Candida lusitaneae (1) AZA       100 

 EIL    100 100 100 100 

 WSP1267     100 100 100 

         

Candida guilliermondii (3) AZA       100 

 EIL       100 

 WSP1267     33,33 100 100 

         

Candida zeylanoides (1) AZA 100 100 100 100 100 100 100 

 EIL   100 100 100 100 100 

 WSP1267    100 100 100 100 

         

Candida rugosa (1) AZA    100 100 100 100 

 EIL       100 

 WSP1267     100 100 100 
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Para uma análise mais aprofundada dos efeitos dos inibidores da biossíntese de esteróis 

testes: AZA, EIL, WSP1267, E5700 e ER-119884, duas cepas de Candida (C. albicans isolado 

77 e C. tropicalis ATCC 28707) foram selecionadas para a avaliação do ciclo celular pela 

microscopia de fluorescência, da morfologia e da ultraestrutura pelas técnicas de MET e MEV e 

análise do perfil lipídico pela microscopia de fluorescência e métodos cromatográficos. A cepa de 

C. albicans (isolado 77) apresentou-se susceptível a todos os antifúngicos padrão usados neste 

trabalho (AMB, FLC e ITC) e foi, também, susceptível em valores de CI50 de AZA (0,25 

µg/mL), EIL (1 µg/mL) e WSP1267 (1 µg/mL) mais frequentes na população de isolados clínicos 

de Candida spp. estudada. Já C. tropicalis ATCC 28707 mostrou ser uma cepa bastante 

interessante por apresentar resistência à AMB, FLC e ITC, e susceptível aos inibidores da SQS 

(WSP1267, E5700 e ER-119884) e 24-SMT (AZA e EIL). 
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4.4 Presença de corpos lipídicos em leveduras tratadas com 

inibidores da síntese de esteróis 

Leveduras de C. albicans (isolado 77) tratadas com CI50 de inibidores da biossíntese de 

esteróis - AZA e EIL (inibidores da 24-SMT) e WSP1267 (inibidor da SQS) - apresentaram 

marcações pontuais com o marcador fluorescente “nile red” (Figuras 14F-H), enquanto as 

leveduras não tratadas, essas marcações não foram observadas (Figura 14E). Estas marcações 

indicam o acúmulo de lipídeos neutros no citoplasma celular. Aparentemente, a marcação pontual 

com “nile red” foi mais evidente e com pontos maiores em células tratadas com AZA (Figura 

14F) e WSP1267 (Figura 14H), enquanto que em células tratadas com EIL essa marcação pontual 

apresenta-se menor e em menor evidência (Figura 14G).  

Em leveduras de C. tropicalis ATCC 28707, somente ER-119984 foi capaz de induzir o 

acúmulo de lipídeos neutros no citoplasma (Figura 15F), enquanto as células tratadas com E5700 

não apresentaram marcações com “nile red” (Figura 15E), assim como as células controle (Figura 

15D). 
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Figura 14: Microscopia de contraste de interferência diferencial (A-D) e de fluorescência (E-H) 

de leveduras de C. albicans (isolado 77) sem tratamento (A e E) e tratadas por 48 h, a 35 ⁰C, com 

CI50 de AZA (0,25 µg/mL) (B e F), CI50 de EIL (1 µg/mL) (C e G) e CI50 de WSP1267 (1 

µg/mL) (D e H). Pode-se verificar que leveduras tratadas com os inibidores da 24-SMT (AZA e 

EIL) e da SQS (WSP1267) possuem marcações pontuais com “nile red”, indicando um acúmulo 

de lipídeos neutros no citoplasma, ao passo que as leveduras sem tratamento não apresentaram 

essas marcações. Barras= 5 µm. 
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Figura 15: Microscopia de contraste de interferência diferencial (A-C) e de fluorescência (D-F) 

de C. tropicalis ATCC 28707 não tratadas (A e D) e tratadas com CI50 de E500 (1 µg/mL) (B e 

E) e ER-119884 (1 µg/mL) (C e F) por 48 h, a 35 ⁰C. Após o tratamento de C. tropicalis ATCC 

28707 com ER-119884 (inibidor da esqualeno sintase-SQS) pode ser observado o acúmulo de 

lipídeos neutros no citoplasma, que estão indicadas pela marcação pontual pelo “nile red” (setas 

brancas na figura F). Entretando, essas marcações estiveram ausentes nas células controle (D) e 

tratada com E5700 (E). Barras= 5 µm. 
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4.5 Alterações no ciclo celular e padrão nuclear de leveduras tratadas 

com inibidores da síntese de esteróis 

A coloração com DAPI, para a marcação do DNA nuclear de leveduras de C. albicans 

(isolado 77) tratadas com inibidores da enzima 24-SMT (AZA e EIL) e SQS (WSP1267), revelou 

uma importante alteração no ciclo celular (Figura 16). Para quantificar essas alterações, 

diferentes fases do ciclo celular foram consideradas: (I) células com um único núcleo; (II) células 

com brotamento e com um único núcleo e; (III) células com brotamento e dois núcleos (um em 

cada célula) (Figura 16A). Na figura 16B podemos verificar uma redução drástica de células nas 

fases I a III em leveduras tratadas com AZA e EIL. Por outro lado, WSP1267 foi caracterizado 

por induzir uma drástica diminuição de células na fase I com concomitante aumento das fases II e 

III do ciclo celular. Depois do tratamento de C. albicans com CI50s de AZA, EIL e WSP1267, 

diferentes alterações no núcleo foram observadas e classificadas como: (A) presença de células 

com mais de um núcleo; (B) células apresentando condensação anormal da cromatina; e (C) 

células sem núcleo (Figuras 17A-H). Células tratadas com AZA e EIL apresentaram alterações 

nucleares (A) a (C), enquanto que células tratadas com WSP1267 apresentou somente as 

alterações (B) e (C) (Figura 17). Na Figura 17I podemos observar um importante aumento de 

células com a condensação anormal da cromatina, de aproximadamente 66 % em leveduras 

tratadas com AZA e EIL. Adicionalmente, 4,68 % e 6,47 % das células tratadas com AZA e EIL, 

respectivamente, apresentaram células sem núcelo, enquanto que somente células tratadas com 

AZA apresentaram células com mais de um núcleo. Já em leveduras tratadas com WSP1267, 

pouquíssimas células foram observadas com mais de um núcleo, enquanto que em 10,98 % e 9,21 

% apresentaram anormalidade na condensação da cromatina e ausência de núcleo, 

respectivamente.  
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Figura 16: Microscopia de contraste de interferência diferencial (esquerda) e microscopia de 

fluorescência (direita) de Candida albicans (isolado 77) sem tratamento em diferentes fases do 

ciclo celular: (I) células sem brotamente e um único núcleo; (II) células com um brotamento e 

com único núcleo e; (III) células com brotamento e um núcleo em cada célula (A). Leveduras de 

C. albicans quando tratadas com valores de CI50 de AZA (0,25 µg/mL), EIL (1 µg/mL) e 

WSP1267 (1 µg/mL) por 48h, a 35 ⁰C, apresentam alterações no ciclo celular (B). Inibidores da 

enzima 24-SMT (AZA e EIL) induzem uma drástica diminuição das células nas fases I, II e III do 

ciclo celular. Já o inibidor da SQS (WSP1267) provoca uma diminuição de células na fase I com 

concomitante aumento de células nas fases II e III do ciclo celular. Barras = 5 µm. 
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Figura 17: Microscopia de contraste de interferência diferencial (esquerda) e microscopia de 

fluorescência (direita) de Candida albicans (isolado 77) tratada com valores de CI50 de AZA 

(0,25 µg/mL) (A-C), EIL (1 µg/mL) (D-F) e WSP1267 (1 µg/mL) (G-H) por 48h, a 35 ⁰C, 

apresentaram as seguintes anormalidades nucleares: (A) presença de células com mais de um 

núcleo; (B) condensação anormal da cromatina; e (C) células sem núcleo. As porcentagens de 

leveduras com anormalidades A, B e C em células tratadas com AZA, EIL e WSP1278 em 

comparação com as células controle podem ser vistas na figura I. Barras = 5 µm. 
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Outros inibidores da SQS, E5700 e ER-119884, também, foram capazes de alterar o ciclo 

celular de leveduras de C. tropicalis ATCC 28707, levando o aumento do número de células na 

fase II e III do ciclo celular com a redução de células na fase I do ciclo celular. Além disso, esses 

inibidores causaram anormalidades a nível nuclear, como presença de células com a condensação 

da cromatina atípica e células sem núcleo (Figura 18). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18: Porcentagem de leveduras de Candida tropicalis ATCC 28707tratadas e não tratadas 

(controle) com valores de CI50 de E5700 e ER-119884 (1 µg;mL) por 48h, a 35 ⁰C, em diferentes 

fases do ciclo celular e anormalidades nucleares. As leveduras podem apresentar-se em diferentes 

fases do ciclo celular: (I) células sem brotamente e um único núcleo; (II) células com um 

brotamento e com único núcleo e; (III) células com brotamento e um núcleo em cada célula. 

Anormalidades nucleares observadas foram: (A) presença de células com mais de um núcleo; (B) 

condensação anormal da cromatina; e (C) células sem núcleo. 
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4.6 Alterações morfológicas e ultraestruturais 

Células de C. albicans (isolado 77) tratadas com valores de CI50 de AZA (0,5 µg/mL) e 

EIL (1 µg/mL), ambos inibidores da 24-SMT, foram avaliadas pela microscopia eletrônica de 

varredura e de transmissão (Figuras 19 e 20). A morfologia de leveduras de C. albicans não 

tratadas pode ser observada nas Figuras 19A e 20A, mostrando que a forma das células pode 

variar de esférica a oval com um diâmetro médio de 4,90 ± 0,49 µm (Fig. 19A). Micrografias 

obtidas de microscopia eletrônica de transmissão revelaram que a espessura média da parede 

celular, em células controle, foi de 233 ± 25 nm (Figuras 20A-B), incluindo uma fina camada 

elétron-densa na camada mais externa da parede com uma estrutura fibrilar delicada (f na Figura 

20B). As células apresentaram uma membrana plasmática (mp) contínua, citoplasma homogênio 

contendo ribossomos elétron-densos, núcleo (n) e nucléolo (nu) (Figuras 20A-B).  

Por outro lado, o tratamento de C. albicans (isolado 77) com CI50 dos inibidores da 24-

SMT (0,25 μg/mL de AZA e 1,00 μg/mL de EIL) induziu alterações morfológicas significantes. 

Tanto o AZA quanto o EIL provocou aumento significativo no tamanho da célula leveduriforme 

(Figuras 19B-D e Figura 25). As células com alterações morfológicas foram quantificadas e 

apareceram em 34,79 % e 55,17 % das células tratadas com AZA e EIL, respectivamente. As 

alterações ultraestruturais mais freqüentemente observadas em leveduras tratadas com AZA e 

EIL foram: (i) presença de pequenos brotamentos (asteriscos nas figuras 19B-D); (ii) 

irregularidade da superfície da parede celular (Figuras 19B e 20C-D); (iii) perda da integridade 

da parede celular com aparente extravazamento dos componentes celulares (setas brancas nas 

figuras 19C-D e setas pretas nas figuras 20E-F); (iv) aumento significativo de 2-3 vezes da 

espessura da parede celular quando comparado com as células controle (Figuras 20D, 20F e 20H 

e figura 25). A membrana plasmática também apresentou várias alterações nas células tratadas, 
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como invaginações, descontinuidade e destacamento da parede celular (Figuras 20C-D); 

brotamentos de pequenas vesículas que podem estar migrando para a região periplasmática 

(cabeça de seta preta nas Figuras 20C-D), pequenas vesículas acumuladas no citoplasma (Figuras 

20E-F e detalhes na figura inserida na 20F) ou estar associadas à membrana plasmática (Figuras 

20G-H e detalhes na figura inserida na 20H). O diâmetro dessas vesículas variou de 40-80 nm 

para AZA e de 40-220 nm para EIL. Adicionalmente, inchaço mitocondrial (m nas figuras 20G-

H) e acúmulo de vacúolos eléctron-densos (v nas figuras 20G-H) foram observados, 

principalmente, nas células tratadas com EIL. 

C. tropicalis ATCC 28707, também, foram tratadas com CI50 de AZA (0,03 µg/mL) e 

processadas para a microscopia eletrônica de transmissão. Alterações ultraestruturais de C. 

tropicalis ATCC 28707 foram semelhantes às encontradas em C. albicans (isolado 77) tratadas 

com AZA. As principais alterações foram: (i) acúmulo de vacúolos elétron-densos (v nas Figuras 

21B-C), (ii) inchaço mitocondrial (m nas Figuras 21B-C), (iii) descontinuidade e descolamento 

da bicamada lipídica (cabeça de seta na Figura 21D), (iv) aparente aumento da espessura de 

parede celular (Figura 21D), quando comparado com a célula não tratada com a droga, que se 

apresenta com a parede celular compacta, membrana plasmática contínua e citoplasma elétron-

denso e homogêneo (Figura 21A).  

Já o inibidor da SQS – WSP1267 – alterou a ultraestrutura de C. albicans (isolado 77), 

que pode ser observada nas figuras 22 e 23. As leveduras tratadas com CI50 do WSP1267 (1 

µg/mL) apresentaram-se com a forma alterada, caracterizada pelo aspecto de plasmoptise 

(Figuras 22B-C) e por uma drástica irregularidade da parede celular causando a alteração no 

formato da célula (Figura 22D). Secções ultrafinas de C. albicans (isolado 77) sem tratamento 

revelaram uma ultraestrutura preservada, como já descrito anteriormente (Figura 23A). Após o 

tratamento de leveduras com WSP1267, alterações ultraestruturais foram observadas, que 
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incluem: (i) destacamento da membrana plasmática da parede celular (asteriscos nas Figuras 

23B-C), (ii) membrana plasmática irregular e presença de invaginações (Figuras 23B-C), (iii) 

presença de pequenas vesículas na região periplasmática (detalhes na figura inserida na 23C), (iv) 

acúmulo de grandes vacúolos elétron-densos no citoplasma (v na Figura 23D), (v) rompimento da 

parede celular (seta preta na Figura 23D) e (vi) perda da integridade da parede celular do 

brotamento (seta preta na Figura 23B). Adicionalmente, o diâmetro celular e a espessura de 

parede celular aumentaram significativamente quando comparados com as células não tratadas 

(Figura 25). 

Alterações similares foram observadas em C. tropicalis ATCC 28707 tratadas com CI50 

de WSP1267 (Figuras 24B-D): (i) presença de vacúolos elétron-densos e eléctron-luscentes (v 

nas Figuras 24B-C), (ii) invaginações e descolamento da bicamada lipídica (seta na Figura 24D), 

(iii) aumento da espessura de parede ceular (PC nas Figuras 24B e 24D) e (iv) ruptura da parede 

celular e membrana plasmática com o extravazamento de conteúdo celular (asterisco na Figura 

24D). 

Outros inibidores da SQS (E5700 e ER-119884) afetaram a ultraestrutura de C. tropicalis 

ATCC 28707 (Figura 26). Leveduras tratadas com valores de CI50 de E5700 (1µg/mL)
 
e de ER-

119884 (1µg/mL)
 
sofreram alterações ultraestruturais quando comparado com as células não 

tratadas (Figura 26A), como: (i) um aparente aumento da espessura de parede ceular e de seu 

destacamento (setas nas Figuras 26D e 26F); (ii) invaginações da membrana plasmática (cabeça 

de seta branca na Figura 26F), que em algumas células também podem apresentar-se com 

descontinuidade e (iii) presença de grandes vacúolos elétron-densos (v nas Figuras 26C-E). 
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Figura 19: Micrografias de microscopia eletrônica de varredura de leveduras de C. albicans 

(isolado 77) controle (A) e tratadas com CI50 de AZA (0,25 µg/mL) (B) e EIL (1 µg/mL) (C-D) 

por 48h, a 35 ºC. Células tratadas apresentaram alterações ultraestruturais como: aumento do 

tamanho celular, irregularidades da parede celular, rompimento da parede celular (setas brancas 

nas figuras B-D) e presença de pequenos brotamentos (asteriscos nas figuras B-D). Barras = 5 

µm. 
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Figura 20: Micrografias de microscopia eletrônica de transmissão de C. albicans (isolado 77) 

controle (A-B) e tratado com CI50 de AZA (0,25 µg/mL) (C-D) e EIL (1 µg/mL) (E-H) por 48h, 

a 35 ºC. Células controle apresentaram uma ultraestrutura típica com núcleo (n), nucléolo (nu), 

membrana plasmática contínua (mp), parede celular homogênea e compacta (PC) com estruturas 

fibrilares (f) e muitos ribossomos no citoplasma (Figura A-B). Células tratadas apresentaram 

alterações ultraestruturais como: rompimento da parede celular (setas pretas nas figuras C, E e F); 

aumento da espessura de parede cellular (PC nas figuras D, F e H); pequenas vesículas com 

brotamentos originados da membrane plasmática (cabeça de seta na figura D); acúmulo de 

pequenas vesículas na região periplasmática (detalhes na inserção da figura D), no citoplasma 

(detalhes na inserção da figura F) e associadas com a membrana plasmática (detalhes na figura 

H); acúmulo de vacúolos elétron-densos (v nas figuras G-H) e inchaço mitocondrial (m nas 

figuras G-H). Barras em A, C, E e G = 1 µm; e em B, D, F e H = 0,2 µm.  
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Figura 21: Micrografias de microscopia eletrônica de transmissão de leveduras de C. tropicalis 

ATCC 28707 não tratadas (A) e tratadas com CI50 de AZA (0,03 µg/mL) (B-D) por 48 h, a 35 

⁰C. Célula não tratada apresentou uma parede celular compacta (PC), membrana citoplasmática 

contínua e presença de mitocôndrias. Entretanto, em células tratadas com o inibidor da 24-SMT, 

houve alterações na ultraestrutura como: aumento da espessura da parede celular (seta na figura 

D), descolamento da bicamada lipídica (cabeça de seta na figura D), presença de vacúolos 

elétron-densos (v nas figuras B-D) e inchaço mitocondrial (m nas figuras B-C). Barras = 0,5 µm. 
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Figura 22: Microscopia eletrônica de varredura de C. albicans (isolado 77) tratado com CI50 de 

WSP1267 (1 µg/mL) por 48h, a 35 ⁰C. A: Controle; B-D: 1 µg/mL de WSP1267. Leveduras 

tratadas com o inibidor da SQS apresentaram-se com a morfologia alterada e com aspecto de 

plasmoptise. Barras= 1 µm. 
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Figura 23: Alterações ultraestruturais de C. albicans (isolado 77) tratada com 1 µg/mL de 

WSP1267 por 48 h, a 35ºC, analisadas por meio de microscopia eletrônica de transmissão. 

Levedura não tratada (A) apresentou uma preservada ultraestrutura: estruturas fibrilares (f), 

membrana plasmática (mp) e uma parede celular compacta (pc). Entretanto, em leveduras 

tratadas com WSP1267 (B-D) foram observadas alterações como: rompimento de parede celular 

e a perda da integridade da parede celular da célula em brotamento (seta preta), destacamento da 

membrana plasmática da parede celular (asteriscos nas figuras B-C), presença de pequenas 

vesículas na região periplasmática (figuras B-D e detalhes na inserção da figura C) e grandes 

vacúolos electron-densos (v na figura D). Barras = 1 µm. 
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Figura 24: Alterações ultraestruturais de C. tropicalis ATCC 28707 tratada com 1 µg/mL de 

WSP1267 por 48 h, a 35 ºC, analisadas por meio de microscopia eletrônica de transmissão. 

Levedura não tratada (A) apresentou uma parede celular (PC) compacta, núcleo (n) e 

mitocôndrias (m). Por outro lado, células tratadas com o inibidor da SQS apresentaram algumas 

alterações: aumento da espessura da parede celular (PC nas figuras B e D), presença de vacúolos 

elétron-densos e elétron-luscentes (v nas figuras B-C), invaginação e descolamento da bicamada 

lipídica da membrana plasmática (seta na figura D) e ruptura da parede celular e membrana 

plasmática com consequente extravazamento de material citoplasmático (asterisco na figura D). 

Barras em A, B e D = 0,5 µm; Barra em C = 1 µm. 
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Figura 25: Aumento do tamanho celular (A) e da espessura de parede celular (B) de leveduras de 

C. albicans (isolado 77) tratadas com valores de CI50 de inibidores da enzima 24-SMT (AZA e 

EIL) e da SQS (WSP1267) por 48 h, a 35 ºC. ** p< 0,01; ***p< 0,001. 
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Figura 26: Cortes ultrafinos de leveduras de Candida tropicalis ATCC 28707 não tratadas (A-B) 

e tratadas com CI50 de inibidores da SQS por 48h, a 35 ºC: 1 µg/mLde E5700 (C-D) e 1 µg/mL 

de ER-119884 (E-F). Células não tratadas apresentaram uma parede celular compacta (PC), 

membrana plasmática contínua (mp) e um citoplasma homogênio. Entretanto, células tratadas 

com inibidores da SQS apresentaram alterações ultraestruturais como: aumento da espessura da 

parede celular, destacamento da parede celular (seta preta nas figuras D e F), descontinuidade da 

membrana plasmática (cabeça de seta branca na figura F) e presença de grandes vacúolos elétron-

densos (v nas figuras C-E). Barras em A, C e E = 1 µm; Barras em F = 0,5 µm; Barras em B e D 

= 0,2 µm. 
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4.7 Análise do perfil lipídico 

4.7.1 Análise de Esteróis 

Os lipídeos de C. albicans (isolado 77) não tratadas e tratadas com inibidores da 24-SMT 

(AZA e EIL) e da C14α-lanosterol demetilase (FLC) foram extraídos previamente com 

clorofórmio:metanol (2:1, v/v) e os lipídeos neutros foram analisdos por cromatografia em 

columa de ácido silícico e, posteriormente, analisadas em CG-EM. C. albicans (isolado 77) 

apresentou ergosterol (E) (11,81%) seguido do colesterol (B) (9,75%) (Tabela 10). Esqualeno 

(A), um importante intermediário da síntese de esteróis, apresentou-se como a molécula 

majoritária na fração de lipídeos neutros (78,43%). O tratamento com AZA inibiu a síntese de 

ergosterol e colesterol, mas induziu o aparecimento de intermediários como, colesta-5,7,22-trien-

3β-ol (C) (em pequenas quantidades) e zimosterol (D) (aproximadamente 26% nas concentrações 

de 0,5 e 2 µg/mL). As células tratadas com EIL foram observadas, ainda, a presença de 

colesterol, mas o aparecimento do intermediário colesta-5,7,22-trien-3β-ol (C) (Tabela 10). Já o 

inibidor da C14α-lanosterol demetilase (FLC) induz o aparecimento de outros esteróis 

intermediários, tais como, obtusifoliol (F), lanosterol (G) e 24-metileno dihidrolanosterol (H) 

(Tabela 10). 

C. tropicalis ATCC 28707 não tratadas apresentaram o 14α-metil-ergosta-8,24(28)-dien-

3β-ol (B) como esterol majoritário (37,5 %), seguido por 24-metileno dihidrolanosterol (E) (17,2 

%), obtusifoliol (C) (11,2 %) e lanosterol (D) (2,1 %) (Tabela 11). Adicionalmente, esqualeno 

(A) (um intermediário metabólito da biossíntese de esteróis) esteve presente em uma importante 

proporção na composição de lipídeos neutros (31,9 %). Interessantemente, ergosterol não foi 

detectado. Em células de C. tropicalis ATCC 28707 tratadas com E5700 ou ER-119884 

induziram uma drástica redução a níveis não detectáveis dos esteróis B, C, D e E, enquanto que o 
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esqualeno (A) apresentou como o único lipídeo neutro detectado na fração de lipídeos neutros 

(Tabela 10). Pelo cálculo da área do pico de esqualeno no cromatograma obtido pelo CG-EM, foi 

observado uma redução dose-dependente de esqualeno (>40%) em leveduras tratadas em relação 

às não tratadas (Figura 27). Por outro lado, o tratamento com a terbinafina induziu um aumento 

na quantidade de esqualeno acumulado (3-6X) quando comparado as células controle. (Figura 

27).  
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Tabela 10: Porcentagem relativa de esteróis extraídos de Candida albicans (77) não tratadas e tratadas com 20-piperidin-2-yl-

5α-pregnan-3β,20-diol (AZA), 24 (R,S),25-epiminolanosterol (EIL) e com antifúngico padrão (fluconazol-FLC), obtida por meio 

de um cromatógrafo gasoso acoplado a um espectrometro de massas. As concentrações das drogas estão em µg/mL. TR: tempo 

de retenção; ND: não detectado. 

   AZA EIL FLC 

Lipídeos TR (min) Controle 0,12 0,5 2 0,12 0,25 0,5 0,03 0,12 0,5 

Esqualeno

A

 

16,20 78,43 100 73,1 73,5 92,84 91,17 86,70 100 86,81 100 

ColesterolHO

B

 

21,59 9,75 traços ND ND 7,16 8,83 10,41 traços 13,11 ND 

Colesta-5,7,22-trien-3 -ol
HO

C

 

22,7 ND traços traços traços ND traços 2,88 ND ND ND 

Zimosterol
HO

D

 

22,89 ND traços 26,9 26,5 ND ND ND ND ND ND 

ErgosterolHO

E

 

23,43 11,81 traços ND ND ND ND ND ND ND ND 

HO Obtusifoliol

F

 

25,53 ND ND ND ND ND ND ND ND traços traços 

HO Lanosterol

G

 

26,58 ND ND ND ND ND ND ND traços traços traços 

-HO
24-metileno dihidrolanosterol

H

 

28,15 ND ND ND ND ND ND ND ND traços traços 
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Tabela 11: Porcentagem relativa de esteróis extraídos de Candida tropicalis ATCC 28707 não tratadas e tratadas com E5700 e 

ER-119884 e com o antifúngico terbinafina (TBF), obtida por meio de um cromatógrafo gasoso acoplado a um espectrometro de 

massas. As concentrações das drogas estão em µg/mL. TR: tempo de retenção; ND: não detectado. 

 

   E5700 ER-119884 TBF 

Lipídeos TR (min) Controle 0,25 1 2 0,25 1 2 0,5 1 2 

Esqualeno

A

 

16,18 31,92 100 100 100 100 100 100 100 100 ND 

HO 14 -methyl-ergosta-8,24(28)-dien-3 -ol

B

 

24,08 37,48 ND ND ND ND ND ND traços ND ND 

HO Obtusifoliol

C

 

25,45 11,24 ND ND ND ND ND ND ND ND ND 

HO Lanosterol

D

 

26,45 2,11 ND ND ND ND ND ND ND ND ND 

HO
24-metileno dihidrolanosterol

E

 

27,88 17,23 ND ND ND ND ND ND ND ND ND 
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Figura 27: Porcentagem relativa de esqualeno obtido da cromatografia gasosa acoplada ao 

espectrômetro de massas (CG-EM). Os lipídeos de C. tropicalis ATCC 28707 não tratadas 

e tratadas com E5700, ER-119884 e terbinafina (TRB) foram extraídos previamente com 

clorofórmio:metanol (2:1, v/v) e os lipídeos neutros foram separados pela cromatografia em 

columa de ácido silícico e posteriormente analisadas em CG-EM. E5700 e ER-119884 

(sub-CI50: 0,25 µg/mL; CI50: 1 µg/mL) e TRB (sub-CI50: 0,5 µg/mL; CI50: 1 µg/mL).  

4.7.2 Análise de Ácidos graxos 

C. albicans (isolado 77) controle apresentaram ácido palmítico (C16:0), ácido 

linolênico (C18:3) e ácido oleico (C18:1) como principais ácidos graxos. Por outro lado, as 

células tratadas com FLC, AZA e EIL apresentaram este perfil de ácidos graxos alterado 

(Tabela 12). Células tratadas com AZA apresentaram um aumento na produção de ácidos 

graxos do tipo de C16 e uma diminuição de C18. Em contraste, o tratamento com EIL e 

FLC levou a um aumento drástico de ácido linolênico (C18:3) e diminuição de C16 e 

outros ácidos graxos C18 (C18:2, C18:1 e C18:0) (Tabela 12). 
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O perfil de ácidos graxos de C. tropicalis ATCC 28707 não tratadas revelou a 

presença predominante de ácido palmítico (C16:0), ácido oleico (C18:1) e de ácido 

linolênico (C18:3) (Tabela 13). O tratamento com E5700, ER-119884 e terbinafina 

apresentou uma importante alteração no perfil de ácidos graxos. Todos os tratamentos 

levaram a um aumento de C:18 em relação a C:16, com um drástico aumento de ácido 

linolênico (C18:3). Por outro lado, pode-se observar uma diminuição do ácido palmitoleico 

(C16:1), ácido palmítico (C16:0), ácido linoleico (C18:2), ácido oleico (C18:1) e ácido 

esteárico (C18:0) (Tabela 13). 

 

Tabela 12: Porcentagem relativa de ácidos graxos extraídos de leveduras de Candida 

albicans (77) controle e tratadas com concentrações de AZA e EIL (inibidores da Δ
24(25) 

esterol metil transferase), e o antifúngico padrão fluconazol (FLC, inibidor da C14α-

demetilase), por 48h, a 35 ⁰C. Os dados foram obtidos por meio de um cromatógrafo a gás 

acoplado a um espectrômetro de massas (CG-EM). 

Ácidos Graxos C16:1 C16:0 C18:3 C18:2 C18:1 C18:0 

Tempo de retenção (min) 17,74 18,14 18,76 22,31 22,46 23,09 

Controle 4,4 23,5 31,7 9,1 20,5 10,5 

AZA (µg/mL) 0,12 8,8 19,7 37,5 10,3 16,6 7,04 

 0,5 11,4 31,1 24,5 10,5 15,2 7,3 

EIL (µg/mL) 0,12 6,2 21,9 42,0 4,5 15,0 10,2 

 0,25 6,5 19,9 45,2 4,5 14,0 9,7 

FLC (µg/mL) 0,03 3,9 18,1 36,9 12,8 20,2 7,8 

 0,12 3,2 18,2 50,7 6,3 14,9 6,6 

C16:1 (ácido palmitoleico), C16:0 (ácido palmitico), C18:3 (ácido linolênico), C18:2 (ácido 

linoleico), C18:1 (ácido oleico), C18:0 (ácido esteárico). 
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Tabela 13: Porcentagem relativa de ácidos graxos extraídos de Candida tropicalis ATCC 

28707 controle e tratadas com E5700, ER-119884 (inibidores da esqualeno sintase) e 

terbinafina (TBF, inibidor da esqualeno epoxidase), por 48h, a 35 ºC. Os dados foram 

obtidos pela utilização de um cromatógrado a gás acoplado a um espectrômetro de massa 

(CG-EM). 

Ácidos graxos C16:1 C16:0 C18:3 C18:2 C18:1 C18:0 

Tempo de retenção (min) 17,69 18,10 18,72 22,25 22,42 23,02 

Controle 9,7 26,3 24,8 10,9 23,4 4,7 

E5700 (µg/mL) 0,25 5,2 25,9 46,8 4,3 11,7 6,0 

 1,0 ND 22,6 47,2 4,8 14,4 10,9 

 2,0 1,6 21,6 45,8 9,7 11,0 10,2 

ER-119884(µg/mL) 0,25 4,9 25,2 41,9 7,3 15,1 5,6 

 1,0 4,2 19,0 55,4 7,3 8,4 5,6 

 2,0 2,2 21,6 53,31 6,1 9,9 6,9 

TRB (µg/mL) 0,5 ND 52,9 9,1 ND 18 19,9 

 1,0 ND 25,6 62,8 ND 7,7 3,8 

 2,0 ND 20,2 59,5 3,6 8,6 8,1 

C16:1 (ácido palmitoleico), C16:0  (ácido palmitico), C18:3 (ácido linolênico), C18:2 

(ácido linoleico), C18:1 (ácido oleico), C18:0 (ácido esteárico). ND=não detectado. 

 

4.7.3 Análise de fosfolipídios 

Na figura 28 pode-se observar a separação dos padrões de fosfolipídios por meio de 

uma cromatografia em camada delgada de sílica gel: (1) L-α-fosfatidil-D-L-glicerol (banda 

não detectada), (2) L-α- ácido fosfatídico dipalmitoil (Rf=0), (3) L-α- fosfatidil-N1N-
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dimetil etanolamina dipalmitoil (Rf=0,62), (4) L-α-fosfa-L-serina (banda não detectada), 

(6) L-α-fosfatidilcolina (Rf=0,38), (7) L-α-fosfatidilinositol (Rf=0,21), (8) 3-sn- L-α- ácido 

fosfatídico (Rf=0,16) e (9) L-α-fosfatidiletanolamina (0,52). As colunas (5) e (10) 

representam uma mistura dos padrões de fosfolipídios. Esses valores de Rf foram utilizados 

para identificar as bandas encontradas em cromatograma de amostras de lipídeos polares 

analisadas a seguir.  

Uma análise qualitativa do perfil de fosfolipídios extraídos de leveduras tratadas 

com diferentes drogas pode ser avaliada por meio de uma CCD. Qualitativamente, foi 

detectado alterações no perfil de fosfolipídios em C. albicans (isolado 77) tratadas com 

AZA, EIL e FLC (Figura 29). C. albicans (isolado 77) não tratada apresentou os seguintes 

fosfolipídios: (1) L-α- ácido fosfatídico dipalmitoil (Rf=0), (2) não identificado (Rf=0,02), 

(3) não identificado (Rf=0,09), (4) 3-sn- L-α- ácido fosfatídico (Rf=0,15), (5) L-α-

fosfatidilinositol (Rf=0,21), (6) não identificado (Rf=0,27), (7) L-α-fosfatidilcolina 

(Rf=0,40), (8) L-α-fosfatidiletanolamina (Rf=0,56), (9) não identificado (Rf=0,75) e (10) 

não identificado (Rf=0,77). Qualitativamente, FLC parece não afetar drasticamente a 

síntese de fosfolipídios, porém observa-se que em 0,12 µg/mL houve aumento da banda 

(3), enquanto que em 0,5 µg/mL, diminui drasticamente as bandas (3), (4) e (6). 

Interessantemente, alterações no perfil de fosfolipídios podem ser observadas em leveduras 

tratadas com AZA e EIL. A diminuição dose-dependente da intensidade das bandas dos 

fosfolipídios pode estar relacionada com o efeito inibitório do crescimento celular dose-

dependente da droga, exceto para a concentração de 2,0 µg/mL de AZA, onde houve um 

aumento de L-α-fosfatidilinositol (5). Já em leveduras tratadas com diferentes 

concentrações de EIL, os efeitos da biossíntese de fosfolipídios foram mais drásticos 

comparados com o AZA e o FLC. Podemos detectar a ausência de 3-sn-L-α-ácido 
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fosfatídico (4), dimuição de L-α-ácido fosfatídico dipalmitoil (1) e da banda (3), e um 

aumento de L-α-fosfatidilcolina (7).  

A análise de fosfolipídios da fração polar extraída de C. tropicalis ATCC 28707 foi 

realizada por meio de CCD. As células controle apresentaram as seguintes bandas: (1) L-α- 

ácido fosfatídico dipalmitoil (Rf=0); (2) não identificado (Rf=0,02), (3) não identificado 

(Rf=0,07), (4) 3-sn- L-α- ácido fosfatídico (Rf=0,13) , (5) L-α-fosfatidilinositol (Rf=0,18), 

(6) L-α-fosfatidilcolina (Rf=0,40), (7) L-α-fosfatidiletanolamina (Rf=0,79), (8) L-α-

fosfatidil-N1N-Dimetil etanolamine dipalmitoil (Rf=0,86) (Figura 30). Em células tratadas 

com diferentes concentrações de terbinafina, E5700 e ER-119884 parecem não afetar com a 

síntese de fosfolipídios, apesar de observarmos uma diminuição qualitativa dose-

dependente das bandas, que pode estar relacionada com uma diminuição do número de 

celulas induzida pelo efeito inibitório dose-dependente das substâncias (Figura 30). 
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Figura 28: Cromatografia em camada delgada dos fosfolipídios padrão: (1) L-α-fosfatidil-

D-L-glicerol (Rf=não detectado), (2) L-α- ácido fosfatídico dipalmitoil (Rf=0), (3) L-α- 

fosfatidil-N1N-Dimetil etanolamina dipalmitoil (Rf=0,62), (4) L-α-fosfa-L-serina (Rf=não 

detectado), (6) L-α-fosfatidilcolina (Rf=0,38), (7) L-α-fosfatidilinositol (Rf=0,21), (8) 3-sn- 

L-α- ácido fosfatídico (Rf=0,16) e (9) L-α-fosfatidiletanolamina (0,52). Colunas (5) e (10) 

são misturas dos padrões de fosfolipídios. 

 



108 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



109 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

Figura 29: Cromatografia em camada delgada da fração polar de lipídeos extraídos de 

Candida albicans (77) tratada com diferentes concentrações de fluconazol, AZA e EIL 

diluídas em meio RPMI 1640 por 48 h, a 35 ⁰C. As concentrações que inibiram 50% do 

crescimento fúngico foram de 0,12, 0,5 e 0,25 µg/mL de fluconazol, AZA e EIL, 

respectivamente. Podem-se observar os seguintes fosfolipídios: (1) L-α- ácido fosfatídico 

dipalmitoil (Rf=0), (2) não identificado (Rf=0,02), (3) não identificado (Rf=0,09), (4) 3-sn- 

L-α- ácido fosfatídico (Rf=0,15), (5) L-α-fosfatidilinositol (Rf=0,21), (6) não identificado 

(Rf=0,27), (7) L-α-fosfatidilcolina (Rf=0,40), (8) L-α-fosfatidiletanolamina (Rf=0,56), (9) 

não identificado (Rf=0,75) e (10) não identificado (Rf=0,77). Um padrão de fosfolipídios 

(P) foi utilizado. Concentrações das drogas estão em µg/mL. 
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Figura 30: Cromatografia em camada delgada da fração polar de lipídeos extraídos de 

leveduras de Candida tropicalis (ATCC 28707) tratadas com diferentes concentrações de 

terbinafina, E5700 e ER-119884 diluídas em meio RPMI 1640, por 48 h, a 35 ⁰C. As 

concentrações que inibiram 50% do crescimento fúngico foram de 1,0 µg/mL para todos as 

drogas analisadas. Podem-se observar os seguintes fosfolipídios: (1) L-α- ácido fosfatídico 

dipalmitoil (Rf=0); (2) não identificado (Rf=0,02), (3) não identificado (Rf=0,07), (4) 3-sn- 

L-α- ácido fosfatídico (Rf=0,13), (5) L-α-fosfatidilinositol (Rf=0,18), (6) L-α-

fosfatidilcolina (Rf=0,40), (7) L-α-fosfatidiletanolamina (Rf=0,79), (8) L-α-fosfatidil-N1N-

Dimetil etanolamine dipalmitoil (Rf=0,86). Um padrão de fosfolipídios (P) foi utilizado. 

Concentrações das drogas estão em µg/mL.  
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4.8 Ensaio de citotoxicidade 

A citotoxicidade dos inibidores da enzima 24-SMT (AZA e EIL) e da SQS 

(WSP1267) foi avaliada em monocamadas de células de rim de macaco verde (Vero) 

utilizando o ensaio colorimétrico da sulforrodamina B. Para ambos os inibidores da 24-

SMT, a CC50 foi de 40 µg/mL, que corresponde ao índice de seletividade médio de 80 para 

AZA e 20 para EIL (Tabela 14). A substância WSP1267 apresentou efeito citotóxico maior 

que AZA e EIL, com valor de CC50 de 12,1 µg/mL e IS de 6,05. Para as drogas antifúngicas 

padrão, AMB apresentou CC50 de 28,2 e seletividade para leveduras de Candida spp. de 

470, enquanto que o FLC e ITC apresentaram IS superiores a 800 (Tabela 14). 

 

Tabela 14: Concentração citotóxica de 50 % (CC50) de inibidores da enzima 24-SMT 

(AZA e EIL) e da SQS (WSP1267) em monocamada de células Vero. Os valores de CC50 

foram obtidos para os antifúngicos padrão (anfotericina B, fluconazol e itraconazol) e os 

índices de seletividade (IS) calculados, como sendo a razão da CC50 pela CI50, concentração 

que inibe 50% do crescimento fúngico.  

Drogas CC50  

(µg/mL) 

CI50 

(µg/mL) 

IS  

AZA 40 0,5 80 

EIL 40 2 20 

WSP1267 12,1 2 6,05 

AMB 28,2 0,06 470 

FLC >400 0,5 >800 

ITC >400 0,03 >800 
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5. Discussão 

Importante aumento da incidência de espécies de Candida resistentes aos agentes 

antifúngicos, especialmente, agentes azólicos (FLC e ITC) tem sido descrito, sendo mais 

elevado na America do Norte (10,2%), e similar ao continente europeu (5,2 %) quando 

comparada com o Brasil (5,7 %) (OSTROSKY-ZEICHNER, 2003, ALMIRANTE et al., 

2005, COLOMBO et al., 2006).  

Trabalhos prévios têm descrito uma alta susceptibilidade de isolados de C. albicans 

a agentes azólicos e a AMB. No entanto, espécies de CNA são geralmente menos 

susceptíveis por serem intrinsicamente resistente ao FLC e ITC, como C. krusei e C. 

glabrata (GODOY et al., 2003; TORTORANO et al., 2006; COLOMBO et al., 2006; 

BORG-VON ZEPELIN et al., 2007). Como demonstrado por outros autores (OSTROSKY-

ZEICHNER et al., 2003; ALMIRANTE et al., 2005; COLOMBO et al., 2006), nenhum 

dos nossos isolados clínicos foi resistente a AMB (CI90 ≤ 1 μg/mL). Valores de CIM 

encontrados para FLC e ITC foram similares aos encontrados por outros trabalhos 

(GODOY et al., 2003; TORTORANO et al., 2006; COLOMBO et al., 2006; BORG-VON 

ZEPELIN et al., 2007). Entretanto, nosso tratabalho revelou que cepas de Candida 

resistentes ao FLC foram somente observadas em espécies de CNA (6,8% dos isolados). 

Além disso, um isolado de C. albicans (1,5 %) e cinco CNA (7,7 %) demonstraram 

resistência ao ITC.  

A observação de alta correlação positiva entre os valores de CIs do FLC e ITC 

(r=0,79 para CI50 e r=0,71 para CI90), nosso trabalho, sugere que resistência cruzada entre 

FLC e ITC pode ocorrer. Este resultado corrobora com outros já demonstrados, inclusive 
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resistência cruzada entre os antigos e os novos triazóis (por ex. FLC e ITC versus 

voriconazol e posaconazol) (PFALLER; DIEKEMA, 2007).  

O uso de inibidores de outras etapas da via biossintética do ergosterol é, também, 

uma alternativa para o desenvolvimento de novos agentes quimioterápicos. Muitos 

inibidores da via mevalonato e isoprenóide, bem como inibidores de etapas exclusivamente 

da via de síntese de ergosterol, têm sido extensivamente estudados contra fungos 

(LÓRÁND; KOCSIS, 2007) e protozoários (DE SOUZA; RODRIGUES, 2009). Por 

exemplo, fluvastatina, um inibidor sintético da enzima 3-hidróxi-3-metilglutaril-coenzima 

A (HMG-CoA) redutase, desenvolvido como agente hipocolesterolemiante, apresentou 

efeito sinérgico e fungicida em combinação com FLC e ITC contra C. albicans, C. 

tropicalis, C. parapsilosis, e Cryptococcus neoformans, incluindo cepas FLC resistentes 

(CHIN et al., 1997). Os ácidos zaragózicos, inibidores competitivos do farnesil pirofosfato, 

inibem a enzima SQS levando a inibição do crescimento fúngico, como por ex. C. albicans 

(BERGSTROM et al., 1993; HORNBY et al., 2003). Outro alvo bastante interessante da via 

biossintética dos esteróis é a enzima 24-SMT, que cataliza a reação de incorporação do 

grupo metil na posição 24 da cadeia lateral de esterol em fungos e tripanossomatídeos e 

está ausente em células de mamíferos. Algumas substâncias inibem a enzima 24-SMT e 

apresentam potente efeito inibitório contra diferentes espécies de fungos (BURBIEL; 

BRACHER, 2003). Neste trabalho, mostramos a atividade antifúngica de inibidores da 

24-SMT e da SQS contra diferentes espécies de Candida. 

Nossos resultados mostram que os inibidores da 24-SMT (AZA e EIL) foram ativos 

contra isolados clínicos de Candida spp., com valores de CI50 menores que 2 µg/mL
 
para 

73 % e 88% dos isolados após tratamento com AZA e EIL, respectivamente. 

Interessantemente, algumas cepas de Candida spp. resistentes ao FLC e ao ITC foram 
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susceptíveis aos inibidores da 24-SMT. Entretanto, crescimento residual de Candida depois 

do tratamento com AZA foi similar àqueles observados para o FLC e ITC. Por outro lado, 

esse fenômeno não foi observado para o EIL. Outro dado relevante foi que nenhuma 

correlação entre os valores de CI dos agentes azólicos com os inibidores da 24-SMT foi 

observada. Por outro lado, uma correlação positiva foi observada entre AZA e EIL, 

podendo existir uma grande possibilidade de resistência cruzada entre esses dois inibidores 

da 24-SMT. 

Com relação ao efeito fungistático/fungicida dos inibidores da 24-SMT, para mais 

de 50% dos isolados clínicos, os inibidores da 24-SMT apresentaram efeito fungistático. 

No entanto, foi observado um possível efeito fungicida em amostras de CNA. Uma 

concentração de 4,0 µg/mL de 24-SMT foi o suficiente para matar 100% de C. lusitanae, C. 

zeylanoides e C. rugosa e 50% de C. glabrata.  

Estudos prévios têm mostrado que derivados azasteróis tem atividade antifúngica 

contra diferentes espécies de fungos (BURBIEL; BRACHER, 2003). O 15-azasterol, em 

concentrações variando de 0,01 µg/mL a 4,08 µg/mL, inibe o crescimento de 

Saccharomyces cerevisae e C. albicans, com um acúmulo de moléculas intermediárias da 

síntese de esteróis (HAYS et al., 1977a,b; GEORGOPAPADAKOU et al., 1987). Já os 

análogos do 15-azasterol são fungistáticos em concentrações de 0,8 a 3,1 µg/mL e 

fungicidas de 3,1 a 6,3 µg/mL (BURBIEL; BRACHER, 2003), valores similares aos que 

foram encontrados no nosso estudo. 

Nosso grupo de pesquisa, recentemente, mostrou que EIL possuiu ação antifúngica 

contra C. neoformans e C. gatti similar ao encontrado contra Candida spp., correspondendo 

a medianas de CI50 de 1 e 2 µg/mL, respectivamente (GUERRA, 2009; COSTA, 2009). Por 

outro lado, AZA mostrou-se menos ativo para Cryptococcus spp. (CI50=8 µg/mL) que 
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Candida spp (CI50=0,5 µg/mL) (GUERRA, 2009; COSTA, 2009). Outros trabalhos têm 

mostrado atividade antifúngica de AZA contra P. brasiliensis (VISBAL et al., 2003) e P. 

carinii (URBINA et al., 1997). A concentração de 5 µM (2,05 µg/mL) foi efetiva para 

inibir 100% do crescimento de P. brasiliensis, enquanto para P. carinii foi de 0,3 µM (0,12 

µg/mL), resultados muito próximos ao obtidos em isolados de Candida spp. 

Adicionalmente, outros estudos têm mostrado atividade antiprotozoária de AZA e 

EIL contra as formas epimastigotas e amastigotas intracelulares de T. cruzi (URBINA et 

al., 1995), promastigotas e amastigotas intracelulares de L. amazonensis (URBINA et al., 

1995; RODRIGUES et al., 2002), Toxoplasma gondii (DANTAS-LEITE et al., 2004) e 

Giardia lamblia (MAIA et al., 2007), com valores de CIM abaixo de micromolar a 

submicromolar. Para os protozoários, EIL apresentou ser mais ativo que AZA. Em 

contraste, nós observamos, nesse estudo, uma maior atividade do AZA que EIL contra 

isolados clínicos de Candida spp. 

Neste trabalho, nós decidimos investigar, também, os efeitos dos inibidores da SQS, 

da classe das quinuclidinas, como uma estratégia alternativa em potencial para o tratamento 

de candidíases, baseado em estudos prévios dessas moléculas contra tripanossomatídeos 

(DE SOUZA; RODRIGUES, 2009).  

BPQ-OH foi a primeira molécula de quinuclidina a ser desenvolvida como agente 

hipocolesterolemiante que apresentou potente atividade contra a enzima SQS recombinante 

de Leishmania major (LORENTE et al., 2005), bloqueando a biossíntese de esteróis e o 

crescimento de Leishmania spp. e T. cruzi em baixas concentrações, de nanomolar a 

subnanomolar (URBINA et al., 2002; URBINA et al., 2004; RODRIGUES et al., 2008). 

Entretanto, BPQ-OH não apresentou nenhuma atividade antifúngica sobre Candida spp. 

(ATCC) (CI>16 µg/mL).  



118 

 

 

 

Posteriormente, nós decidimos avaliar as moléculas derivadas de BPQ-OH da série 

3 de síntese, já que eles mostraram alta atividade e seletividade para a enzima SQS de L. 

major (CAMMERER et al, 2007). Dentre estas moléculas arilquinuclidinas, somente 

WSP1267 apresentou atividade antifúngica contra isolados clínicos de Candida spp. com 

valores de mediana de CI50 e CI90 de 2 e 4µg/mL, respectivamente. Dado da literatura 

revelou que esta atividade inibitória do WSP1267 foi, também, observada na enzima SQS 

de L. major e em células de L. major, e foi relacionada à presença de uma substituição 

hidrofóbica no anel aromático (CAMMERER et al., 2007). Além disso, para a atividade 

antiprotozoário foi-se necessário a presença do grupo aromático ligado diretamente ao 

grupo funcional quinuclidina (CAMMERER et al., 2007). Ambas as moléculas, BPQ-OH e 

WSP1267, possuem o grupo aromático contendo dois grupos fenil e estão diretamente 

ligados ao anel quinuclidina, mas os grupos fenil da molécula WSP1267 estão separados 

por três ligações, enquanto que no BPQ-OH são separados por somente uma ligação 

(Figura 13). Essa observação pode sugerir que a distância de mais de uma ligação entre o 

grupo fenil da cadeia lateral do anel quinuclidina é requerido para a atividade antifúngica 

sobre Candida spp. 

Estudos de citotoxicidade do AZA e EIL revelaram que para ambos os inibidores da 

24-SMT, a CC50 foi de 40 µg/mL, que corresponde ao índice de seletividade médio de 80 

para AZA e 20 para EIL. Por outro lado, WSP1267 apresentou efeito citotóxico maior que 

AZA e EIL, com valor de CC50 de 12,1 µg/mL sobre células Vero. Resultados obtidos por 

Cammerer et al.(2007) foram similares ao encontrado em nosso trabalho, revelando que a 

CC50 de WSP1267 para células L-6 foi de 13,7 µg/mL (47,2 µM). 

Interessantemente, as moléculas E5700 e ER-119884, inibidores da enzima SQS 

apresentou alta atividade antifúngica somente contra C. tropicalis ATCC 28707, uma cepa 
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resistente ao FLC, ITC e AMB e susceptível a terbinafina. Trabalhos realizados por 

Cammerer et al. (2007) e Rodrigues et al. (2008) mostraram que derivados quinuclidinas 

BPQ-OH, E5700 e ER-119884 foram ativos para SQS recombinante de L. major, e células 

de Leishmania sp., Trypanosoma brucei e Plasmodium falciparum em concentrações 

submicromolares.  

Terbinafina (inibidor da esqualeno epoxidase) é ativo contra vários fungos 

patogênicos, principalmente dermatófitos, fungos dimórficos, e algumas leveduras, porém 

alguns estudos indicam baixa atividade contra C. albicans. Adicionalmente, não apresenta 

atividade sobre C. glabrata, C. krusei, e C. tropicalis (CIM > 128 µg/mL) (RYDER et al., 

1998). Embora esta droga apresente baixa atividade contra Candida, C. tropicalis ATCC 

28707 foi susceptível a terbinafina (CI50 = 1 µg/mL). Adicionalmente, neste trabalho foi 

realizado teste de susceptibilidade da terbinafina contra outros isolados clínicos de C. 

tropicalis (n=14), mas nenhum deles foi susceptível em concentrações inferiores ou igual a 

32 µg/mL (dados não mostrados).  

C. tropicalis ATCC 28707 foi isolada de um paciente com pielonefrite, que foi 

tratada primeiramente, com AMB, onde no início do tratamento foi susceptível ao 

antifúngico (CIM = 0,098 µg/mL). Entretanto, após três meses de tratamento, o fungo 

apresentou resistência a AMB (CIM = 50 µg/mL). O paciente foi, então, tratado com 5-FC 

e curado (WOODS et al., 1974). Nosso trabalho descreve pela primeira vez, que além da 

resistência a AMB, C. tropicalis ATCC 28707 é também resistente ao FLC e ITC in vitro.  

Análise prévia do perfil de esteróis de isolados de C. tropicalis resistente e sensível 

ao FLC não revela nenhuma diferença qualitativa entre os perfis lipídicos entre as cepas, 

todas apresentaram ergosterol como esterol principal (78,9% a 92,5%) (VANDEPUTTE et 

al., 2005). Esses autores sugerem que a superexpressão do gene ERG11 poderia ser 



120 

 

 

 

responsável pela resistência adquirida aos azóis. Resultados similares, também, foram 

publicado por Sanati et al. (1997).  

Em contraste, Woods et al. (1974) mostraram que C. tropicalis ATCC 28707 não 

produz ergosterol, acumulando três intermediários da síntese de esteróis, porém não 

identificados pelos autores. Nós mostramos, neste trabalho, que leveduras de C. tropicalis 

ATCC 28707, não sintetizaram ergosterol, mas acumulam esqualeno e 14α-metil esteróis, 

com um grupo metileno na cadeia lateral, principalmente 14α-metil-ergosta-8,24(28)-dien-

3β-ol (B), 24-metilenodihidrolanosterol (E) e obtusifoliol (C) (Tabela 10). Provavelmente, 

os esteróis B, E e C identificados pelo nosso trabalho, se referem àqueles três 

intermediários não identificados por Woods et al (1974).  

Trabalhos prévios têm demonstrado que a ausência de ergosterol na membrana 

plasmática de C. albicans pode ser a causa de resistência à AMB (VAN DEN BOSSCHE et 

al., 1998). Adicionalmente, autores têm demonstrado que leveduras de C. albicans tratadas 

com FLC que acumulam 14α-metil-ergosta-8,24(28)-dien-3β,6α-diol, devido a um defeito 

na enzima Δ
5,6

-desaturase (codificada pelo gene ERG3), são frequentemente resistentes aos 

agentes azólicos (KELLY et al., 1995). Como consequência da mutação do gene ERG3, 

estas células não produzem ergosterol, e a ausência deste fornece um mecanismo causando 

resistência cruzada à AMB (LUPETTI et al., 2002). Adicionalmente, um defeito na C14α-

lanosterol demetilase (codificada pelo gene ERG11) pode resultar em um acúmulo de 14α-

metil esteróis, especialmente 14α-metil-ergosta-8,24(28)-dien-3β,6α-diol e 14α-metil 

fecosterol (LUPETTI et al., 2002). Com base nesses trabalhos, podemos sugerir que a 

resistência de C. tropicalis ATCC 28707 à AMB, ao FLC e ao ITC pode ser resultado de 

alterações de enzimas como, Δ
5,6

-desaturase e C14α-lanosterol demetilase, que fazem parte 

da via de biossíntese do ergosterol. 
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Para avaliar as alterações morfológicas em leveduras de C. albicans (isolado 77) e 

C. tropicalis ATCC 28707 tratadas com inibidores da síntese de esteróis, duas diferentes 

abordagens foram utilizadas neste trabalho: (i) marcação de lipídeos neutros e DNA com 

corantes fluorescentes específicos (“nile red” e DAPI, respectivamente) e (ii) observação 

das alterações ultraestruturais por microscopia eletrônica de transmissão e de varredura. 

Tratamento de leveduras de C. albicans (isolado 77) tratadas com AZA, EIL e 

WSP1267 causaram drásticas alterações na sua ultraestrutura celular. Os principais efeitos 

destes inibidores incluem aumento do tamanho celular e da espessura de parede celular, um 

pronunciado descolamento da membrana plasmática da parede celular, presença de 

pequenas vesículas na região periplasmática, no citoplasma e também associadas à 

membrana, presença de vacúolos eletron-densos e inchaço mitocondrial. Efeitos mais 

drásticos foram encontrados, como anormalidades nucleares, células colapsadas e 

rompimento da membrana plasmática. Alterações similares foram encontradas em 

leveduras de C. tropicalis ATCC 28707 tratadas com WSP1267, E5700 e ER-119884. 

Essas alterações foram similares aos resultados previamente descritos em Candida 

spp. após tratamento com diferentes azóis (BORGES; VAN DE VEN , 1987; 

BELLANGER et al., 1997; KOUL et al., 1999; HAZEN et al., 2000). Borges e Van de Ven 

(1987) demonstraram que a exposição de C. albicans ao ITC leva a alterações de parede 

celular e presença de vacúolos no citoplasma, que poderiam ser inclusões lipídicas. Essas 

mudanças celulares, freqüentemente, estavam acompanhadas com o volume celular 

aumentado e com a divisão celular prejudicada. Adicionalmente, estudos realizados por 

Hazen et al. (2000) revelaram que Candida tratada com FLC possui uma importante 

retração da membrana plasmática da parede celular. Por outro lado, C. albicans tratada com 

baixas concentrações de AMB leva a condensação e marginalização da cromatina, 
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separação do envelope nuclear e a fragmentação nuclear, característicos de células em 

apoptose (PHILLIPS et al., 2003). Altas concentrações de AMB induzem alterações 

celulares características de necrose, com presença de grandes vacúolos apoptóticos 

(PHILLIPS et al., 2003).  

Bahmed et al. (2005) mostraram que o aumento da espessura de parede celular de 

Candida  pode estar relacionada com alterações na composição de parede celular induzida 

pelo tratamento com AMB. A presença de vesículas no citoplasma e brotando da membrana 

plasmática para o espaço periplasmático, encontradas no nosso trabalho, foram similares as 

vesículas presentes nos corpos multi-vesiculares e estrutura de mielina-like encontrados em 

Leishmania (RODRIGUES et al., 2002; 2007)  e T. cruzi (VIVAS et al., 1996) tratados 

com AZA e EIL. 

Coloração com “nile red” revelou a presença de acúmulo de lipídeos neutros no 

citoplasma celular após o tratamento com inibidores de 24-SMT e SQS em C. albicans 

(isolado 77) e C. tropicalis ATCC 28707, confirmando que essas substâncias podem 

induzir uma perturbação na biossíntese de lipídeos. A presença de marcações lipídicas em 

leveduras tratadas, observadas por microscopia de fluorescência, pode ser correlacionada 

com os vacúolos elétron-densos observados por microscopia eletrônica de transmissão, 

indicando que o tratamento com esses inibidores induziu o acúmulo de lipídeos no 

citoplasma, o que poderia estar interferindo diretamente com o crescimento fúngico. 

Observações similares foram descritos em L. amazonensis tratada com 24-SMT e derivados 

quinuclidinas, que induziram muitas anormalidades no conteúdo lipídico com o acúmulo de 

moléculas intermediárias da síntese de esteróis em células tratadas com inibidores da 24-

SMT (RODRIGUES et al., 2002) e pela depleção total de esteróis endógenos e 
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concomitante acúmulo de colesterol exógeno, que não foi o suficiente para manter a 

viabilidade dos parasitas tratados com inibidores da SQS (RODRIGUES et al., 2008).  

As imagens de microscopia eletrônica de transmissão revelaram importantes 

alterações na integridade da parede celular e da membrana plasmática, que poderiam estar 

relacionada com a depleção de esteróis endógenos necessários para manutenção da 

estrutura e função celular. Adicionalmente, foi observada a presença de pequenas vesículas 

na região periplasmática, e o acúmulo de vacúolos elétron-densos que são coerentes com as 

imagens obtidas por microscopia de fluorescência. Essas alterações são claramente 

relacionadas com o bloqueio da biossíntese de ergosterol como observado em L. 

amazonensis após tratamento com azasteróis (inibidores da 24-SMT) e outros derivados 

quinuclidinas (inibidores da SQS) (RODRIGUES et al., 2005; 2007; 2008). 

Em adição, a marcação do DNA com DAPI indicou uma profunda alteração no 

ciclo celular de C. albicans tratadas com AZA e EIL. Leveduras de C. albicans produziram 

brotamentos, que permaneceram associadas à célula mãe sem núcleo ou vários núcleos. O 

núcleo celular apareceu com a forma alterada e com a condensação da cromatina anormal 

quando comparada com as células controle. Essas características podem estar associadas 

com a morte celular por apoptose, como previamente descrito em C. albicans tratadas com 

AMB (PHILLIPS et al., 2003); e também após tratamento de Tritrichomonas foetus com 

peróxido de hidrogênio (MARIANTE et al., 2003). A presença de células com um ou mais 

núcleos pode indicar que os inibidores da 24-SMT podem estar interferindo no processo de 

citocinese.  

Interessantemente, leveduras tratadas com inibidores da SQS, como C. albicans (77) 

tratada com WSP1267 e/ou C. tropicalis ATCC 28707 tratada com E5700 e ER-119884, 

apresentaram alteração no ciclo celular diferentes das alterações observadas em C. albicans 
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(77) tratada com inibidores da 24-SMT.  Em leveduras tratadas com inibidores 24-SMT, foi 

observada grande quantidade de células com anormalidades nucleares, ao passo que em 

células tratadas com inibidores da SQS, houve alterações nas fases do ciclo celular, quando 

comparado com as células não tratadas: redução do número de células contendo somente 

um núcleo (fase I), com concomitante aumento de células na fase II e III, ou seja, células 

com brotamento e um núcleo e células com brotamento e dois núcleos (um em cada 

células), respectivamente. Para estes fenótipos podem existir duas explicações: (i) as 

células não conseguem terminar a divisão nuclear reproduzindo leveduras com brotamento, 

entretanto sem núcleo e/ou (ii) as células não completam o término da divisão celular 

(citocinese). 

Algumas imagens de microscopia de fluorescência sugerem que leveduras tratadas 

com inibidores da SQS apresentam condensação anormal da cromatina, que é característico 

de morte celular por apoptose. Este dado é coerente com um trabalho que demonstrou que a 

deleção do gene SQS em Sacharomyces cerevisiae leva a morte celular por apoptose 

devido à interrupção da síntese de ergosterol (JENNINGS et al., 1991).  

Derivados quinuclidinas e inibidores da 24-SMT induzem um efeito similar no ciclo 

celular de formas promastigostas de L. amazonensis (RODRIGUES et al., 2008). De fato, 

estudos prévios demonstram que esteróis modulam a atividade de proteína kinase como a 

pp60v-src e também os níveis de AMPc, ambas relacionadas diretamente com o controle do 

ciclo celular (DAHL et al., 1987; SARDARI et al., 2003).  

Além disso, outros estudos têm mostrado que drogas como a griseofulvina e 

nodoconazol podem interferir com a polimerização dos componentes do citoesqueleto 

induzindo alterações no ciclo celular e morte por apoptose (SHAW et al., 1997; 

PACCHIEROTTI et al., 2002; PANDA et al., 2005;). 
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Nossos resultados de análise de lipídeos neutros extraídos de C. albicans (isolado 

77) não tratada mostraram a presença majoritária de esqualeno, seguida de esteróis como 

ergosterol e colesterol. O resultado que nos surpreendeu foi a presença de colesterol. 

Entretanto, estudos prévios têm demonstrado que C. albicans (cepa ATCC 10231), na 

forma filamentosa, apresenta, além de esteróis como zimosterol, ergosterol, 24,28-

dihidroergosterol, 3-β-hidroxi-24-metilcolesta-5,7-diene e 4,4-dimetilzimosterol, também 

apresenta colesterol, em uma porcentagem relativa de 37,8% (GHANNOUM et al., 1986). 

No nosso trabalho, porém, não separamos a forma filamentosa da leveduriforme, sendo 

observada nesta mistura celular, a presença de 9,75 % de colesterol. Alguns organismos, 

como os tripanossomatídeos, são capazes de incorpar o colesterol do meio de cultura 

quando há a depleção de esteróis endógenos para a composição de membrana (DE SOUZA; 

RODRIGUES, 2009). Interessantemente, alguns isolados clínicos de C. glabrata tem se 

mostrado dependentes de colesterol para garantir o crescimento in vitro. Estes isolados 

apresentaram resistência à AMB e ao FLC (CIM=64 µg/mL), mostrando a dificuldade de 

diagnóstico utilizando meio de cultura padrão e, também, no tratamento da infecção com 

antifúngicos que atuam diretamente no ergosterol e/ou na sua via biossintética (HAZEN et 

al., 2005).  

Outro dado interessante foi a presença, em grandes proporções, de esqualeno em 

células de C. albicans (isolado 77). Sabemos que, para a epoxidação da molécula de 

esqualeno é necessário a presença de oxigênio no sistema de cultivo. Dessa forma, 

experimentos comparativos de culturas de C. albicans, em RPMI 1640, com e sem agitação 

foram realizados para a confirmação dos nossos resultados (dados não mostrados). Os 

dados obtidos sugerem que C. albicans (isolado 77), independentemente do crescimento na 
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presença de agitação, leva ao acúmulo de esqualeno, em grandes quantidades na célula, sem 

causar danos na morfologia e ultraestrutura. 

Leveduras de C. albicans (isolado 77) tratadas com inibidores da 24-SMT (AZA e 

EIL) revelaram importantes alterações na biossíntese de esteróis, causando uma depleção 

de ergosterol com o concomitante aparecimento de zimosterol, em células tratadas com 

AZA, e colesta-5,7,22-trien-3β-ol em células tratadas com EIL. Os resultados obtidos neste 

trabalho sugerem que AZA e EIL estejam, provavelmente, interferindo na biossíntese de 

esteróis em Candida spp. como previamente descrito em C. albicans 

(GEORGOPAPADAKOU et al., 1987), P. brasiliensis (VISBAL et al., 2003), P. carinii 

(URBINA et al., 1997), T. cruzi (URBINA et al., 1995) e L. amazonensis (RODRIGUES et 

al., 2002). 

Adicionalmente, observamos a depleção da síntese de esteróis em C. tropicalis 

ATCC 28707 tratada com 0,25 µg/mL e 1 µg/mL de E5700 ou ER-119884, em comparação 

com leveduras não tratadas, ocorrendo a detecção somente de esqualeno e um total 

desaparecimento de outros intermediários da síntese de esteróis. Pesquisadores têm 

mostrado que inibidores da SQS aumentam níveis de farnesol e ácidos carboxílicos 

derivados do farnesol, devido o aumento de níveis de farnesil pirofosfato e consumo deste 

por outras enzimas do metabolismo isoprenóides (BERGSTROM et al., 1993; AMIN et al., 

1997). Embora nós não detectamos intermediários de isoprenóides por CG-EM, em 

leveduras tratadas com inibidores da SQS, a presença de grandes vacúolos elétron-densos 

observados pela MET e marcações por “nile red” visto pela microscopia de fluorescência 

podem sugerir o acúmulo de isoprenóides e/ou outro lipídeo no citoplasma.  

Cammerer et al. (2007) e Rodrigues et al. (2008) mostraram que derivados 

quinuclidinas BPQ-OH, E5700 e ER-119884 levam a uma completa depleção de esteróis 



127 

 

 

 

endógenos (C24 esterol alquilados) e ao acúmulo de colesterol exógeno em promastigotas 

de L. mexicana e L. amazonensis, que estão associados com o aumento de inclusões 

citoplasmáticas observadas por microscopia eletrônica de transmissão. 

Por outro lado, nós também não excluímos a possibilidade de que esses inibidores 

da 24-SMT e SQS possam agir em outros alvos celulares, incluindo algum efeito 

secundário que poderia estar relacionado com o acúmulo de outros lipídeos. Dessa forma, 

resolvemos realizar análises do perfil de ácidos graxos e de fosfolipídios em C. albicans 

(isolado 77) tratado com AZA e EIL, e em C. tropicalis ATCC 28707 tratado com E5700 e 

ER-119884. 

Fosfolipídios tem um papel essencial para o funcionamento da membrana 

plasmática das células. Em eucariotos, fosfatidilcolina é o fosfolipídeo majoritário e possui 

um papel importante na transdução de sinais e na regulação do ciclo celular (WRIGHT et 

al., 2004). Em C. albicans, fosfatidiletanolamina, fosfatidilcolina e fosfatidilinositol são os 

fosfolipídios majoritários (HITCHCOCK et al., 1986). Em nosso trabalho, podemos 

observar por meio de CCD em sílica gel, a grande presença de fosfatidiletanolamina (8), 

fosfatidilcolina (7), ácido fosfatídico (1) e a banda (3) em células de C. albicans (isolado 

77). Entretanto, o tratamento com AZA e EIL acarretou em modificações no perfil de 

fosfolipídio de C. albicans (isolado 77). Em células tratadas com AZA, houve um aparente 

aumento de fosfatidilinositol (5) quando tratadas com a concentração de 2,0 µg/mL. Já em 

leveduras tratadas com diferentes concentrações de EIL, os efeitos da biossíntese de 

fosfolipídios foram mais drásticos comparados com o AZA. Podemos detectar a ausência 

de 3-sn-L-α-ácido fosfatídico (4), dimuição de L-α-ácido fosfatídico dipalmitoil (1) e banda 

(3), e um aumento de L-á-fosfatidilcolina (7).  
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Além de alterações em fosfolipídios, AZA e EIL, também, induziram alterações em 

ácidos graxos de C. albicans (isolado 77). As células tratadas com AZA apresentaram um 

aumento na produção de ácidos graxos do tipo de C16 e uma diminuição de C18. Em 

contraste, o tratamento com EIL levou a um aumento drástico de ácido linolênico (C18:3) e 

diminuição de C16 e outros ácidos graxos C18 (C18:2, C18:1 e C18:0). Esses dados 

sugerem que essas mudanças no perfil de fosfolipídios e ácidos graxos em leveduras 

tratadas com os inibidores da 24-SMT refletem um mecanismo celular para manter a 

homeostase da membrana citoplasmática e o funcionamento de eventos celulares essências 

para a sobrevivência de um organismo. 

Interessantemente, C. tropicalis ATCC 28707 tratadas com E5700 e ER-119884 

apresentaram perfis de ácidos graxos totalmente alterados, com o aumento drástico de ácido 

linolênico (C18:3). Por outro lado, não observamos claramente nenhuma alteração no perfil 

de fosfolipídios em C. tropicalis ATCC 28707 tratado com esses inibidores da SQS. As 

análises desses resultados indicam que células tratadas com WSP1267 podem apresentar 

alterações na síntese de ácido graxo. 

Estudos prévios têm mostrado a interferência dos inibidores da 24-SMT e SQS em 

outros alvos celulares, que não a biossíntese de esteróis. Crithidia deanei tratado com AZA 

apresentou uma drástica redução de 24-alquil esteróis, além de estar associado com uma 

redução de fosfatidilcolina e concomitante aumento de fosfatidiletanolamina (PALMIÉ-

PEIXOTO et al., 2006). Interessantemente, Dantas-Leite et al. (2004) e Martins-Duarte et 

al. (2006) mostraram a atividade dos inibidores AZA, EIL, E5700 e ER-119884 contra 

Toxoplasma gondii, um parasita que não sintetiza esteróis, sugerindo que essas drogas 

possam interferir com outros alvos celulares, como os ácidos graxos. Esta hipótese, 

também, foi consistente com os resultados de estudos em células de mamíferos mostrando 
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que moléculas quinuclidinas também interferem com a síntese de ácidos graxos (HIYOSHI 

et al., 2003).  

Adicionalmente, as vias de síntese de lipídeos estão correlacionadas. Trabalhos 

anteriores têm demonstrado uma conexão entre os esteróis e a produção de esfingolipídios, 

mostrando que inibidores da HMG-CoA redutase (lovastatina) levou a uma dimiuição do 

ergosterol e, também, uma diminuição de ceramidas (VEEN; LANG, 2005). Ácido graxo 

sintase, codificada pelo gene FAS, é uma enzima multifunctional da biossíntese de ácidos 

graxos e é regulada pelos níveis de esteróis na célula.  Essa regulação pelos esteróis é 

mediada por proteínas como SREBP e Sp1, que atuam sinergicamente ativando o promotor 

do gene FAS em células de Drosophila. A depleção de mevalonato e seus derivados levam 

ao aumento da síntese de ácidos graxos. Por outro lado, a presença de mevalonato e seus 

derivados isoprenóides (farnesil pirofosfato) previne este aumento (BENNETT et al., 1995; 

MURTHY et al., 2005).  

Esteróis são componentes estruturais e regulatórios essenciais de membrana celular 

de células fúngicas e de mamíferos, e muitos intermediários são importantes metabólitos 

para processos celulares vitais. Esses eventos incluem crescimento, diferenciação, 

apoptose, sinalização intracelular e intercelular. Como por exemplo, diacilglicerol 

derivados de esfingolipídios induz a expressão de fatores de virulência App1 de C. 

neoformans, responsável pela inibição da fagocitose, bem como a ativação de proteína 

kinase C, promovendo a estabilidade de parede celular e produção de melanina (SHEA; 

DEL POETA, 2006). Também, esteróis regulam positivamente a proteína kinase em S. 

cerevisae, uma proteína envolvida no processo de divisão celular (DAHL et al., 1987). 

Desta forma, a intervenção da via de biossíntese de esteróis, resultaria em alterações na 
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síntese de fosfolipídios e ácidos graxos, que implicaria na perda de algumas funções 

celulares vitais para a sobrevivência do fungo. 

Podemos sugerir, com bases nos nossos resultados e o exposto na discussão, duas 

explicações para o efeito inibitório do crescimento de Candida spp. pela alteração do ciclo 

celular: (i) a depleção do ergosterol e outros lipídeos, que são essenciais para a manutenção 

da membrana plasmática e também, reguladores chaves do ciclo celular, e/ou (ii) alterações 

na estrutura do citoesqueleto podem afetar no processo de citocinese. 

Embora existam muitos inibidores da biossíntese de esteróis usados no campo da 

agricultura e médico, um número limitado dessa classe de droga é utilizado no tratamento 

de infecções fúngicas em humanos. Assim, outros alvos da via de biossíntese de esteróis 

podem ser utilizados como alternativas no desenvolvimento de novos fármacos para o 

controle de uma infecção fúngica. 

Os resultados apresentados nesta tese demonstram o potencial antifúngico dos 

inibidores da 24-SMT (AZA e EIL) e inibidores da SQS (WSP1267, E5700 e ER-119884) 

contra isolados de Candida spp. Essas moléculas inibem efetivamente o crescimento de 

Candida spp., incluindo algumas cepas resistentes aos azóis. A depleção da síntese de 

esteróis e as alterações de outros lipídeos como os ácidos graxos e fosfolipídios, podem 

resultar na inibição do crescimento, alterações na ultraestrutura e no ciclo celular de 

leveduras de Candida.  

Interessantemente, E5700 e ER119884 foram ativos contra uma cepa tripla-

resistente, C. tropicalis ATCC 28707, um interessante modelo biológico para o estudo 

bioquímico e da biologia celular, áreas biológicas importantes para o entendimento dos 

mecanismos de resistência a drogas, e na pesquisa de novos alvos para o desenvolvimento 

de agentes antifúngicos. 



131 

 

 

 

Deste modo, nossos resultados e os descritos na literatura indicam que moléculas 

como AZA, EIL (inibidores da 24-SMT), WSP1267, E5700 e ER-119884 (inibidores da 

SQS) podem ser consideradas potenciais drogas para o desenvolvimento de agentes 

antifúngicos. 
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6. Conclusões 
 

 Os isolados clínicos de Candida spp. foram todos susceptíveis à AMB, e o perfil de 

resistência/susceptibilidade aos azóis, FLC e ITC, foram consistentes com os dados 

da literatura; 

 C. tropicalis ATCC 28707 foi caracterizado pela primeira vez, neste trabalho, como 

sendo uma cepa tripla resistente à AMB, ao FLC e ao ITC; 

 Os inibidores da enzima 24-SMT, AZA e EIL, apresentaram atividade antifúngica 

contra isolados de Candida spp., incluindo àqueles resistentes aos agentes azólicos; 

 Dentre os derivados arilquinuclidinas, inibidores da enzima SQS, somente o 

WSP1267 inibiu o crescimento dos isolados clínicos de Candida spp. 

Interessantemente, somente C. tropicalis ATCC 28707 foi susceptível às moléculas 

E5700 e ER119884; 

 Os inibidores da biossíntese de esteróis testados apresentam, principalmente, efeito 

fungistático sobre Candida spp.; 

 Os inibidores da síntese de esteróis (inibidores da 24-SMT e SQS) induziram a 

alterações na morfologia de Candida, sendo as principais: aumento do volume 

celular, aumento da espessura de parede celular, rompimento de parede celular e 

membrana plasmática, descontinuidade e irregularidade da membrana plasmática, 

presença de vesículas, vacúolos elétron-densos e/ou elétron-luscentes e inchaço 

mitocondrial; 

 Células tratadas com os inibidores induzem ao acúmulo de lipídeos neutros, 

observados pela coloração com “nile red”; 

Figura 13: Candida tropicalis ATCC 28707 tratado com CIM50 de 22,26 azasterol por 

48 h a 37 ºC. a: Controle; b, c, d, e e f: 0,03 µg/mL de 22,26 azasterol. Barras em a, b e 

d = 500 nm. Barras em c e e = 200 nm. 
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 O tratamento das células com os inibidores altera o ciclo celular de Candida 

gerando anormalidades nucleares, como a presença de células sem núcleo e células 

com a condensação da cromatina anormal; 

 Leveduras de C. albicans tratadas com AZA e EIL apresentaram acúmulo de 

intermediários da síntese de esteróis, como o zimosterol e colesta-5,7,22-trien-3β-ol, 

e a depleção de ergosterol. Além disso, observamos alterações no perfil de 

fosfolipídios e de ácidos graxos; 

 Em C. tropicalis ATCC 28707 tratada com E5700 e ER-119884 observamos 

depleção da síntese de esteróis e uma diminuição na produção de esqualeno dose-

dependente. Também, verificamos alterações no perfil de ácidos graxos, mas 

aparentemente, não houve alteração no perfil de fosfolipídios; 

 WSP1267 apresentou menos seletivo às células de mamífero que AZA e EIL. 

 

7. Perspectivas 

Nossos resultados indicam que os inibidores da 24-SMT e SQS analisados, podem 

ser candidatos para o desenvolvimento de um agente antifúngico, mas a otimização para a 

seletividade, e propriedades farmacocinéticas e farmacológicas são requeridas para o 

emprego destas moléculas como candidatas a agentes antifúngicos.  

Diante do exposto, é importante a continuidade deste estudo, uma vez que esses 

inibidores atuam em pontos enzimáticos chaves na via de biossíntese de esteróis, diferentes 

do alvo dos agentes azólicos (C14α-lanosterol demetilase), o que caracteriza novas opções 

no controle de infecções fúngicas. Assim, estudos para avaliar melhor os mecanismos de 

ação dos inibidores, como a caracterização da correlação entre a depleção do ergosterol e o 
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ciclo celular e melhor análise da alteração do perfil de fosfolipídios devem ser realizados, 

bem como, estudos in vivo para avaliar a efetividade no tratamento de candidíases ou/e 

outra infecção fungica. 

Adicionalmente, essas moléculas podem ser protótipos para a síntese racional de 

novas moléculas com melhor atividade antifúngica, mais seletivas e conseqüentemente, 

menos tóxicas.  
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Anexo I: Manuscrito publicado 

 

 

 

 

Growth inhibition and ultrastructural alterations induced by Δ
24(25)

-sterol 

methyltransferase inhibitors Candida spp. isolates, including non-albicans 

organisms. 
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Anexo II: Manuscritos em fase de redação 
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Synthetic arylquinuclidine derivatives exhibit antifungal activity against Candida 

albicans, Candida tropicalis and Candida parapsilopsis. 

Kelly Ishida
1
, Juliany Cola Fernandes Rodrigues

2
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3
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4
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3
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Abstract 

Background: Sterol biosynthesis is an essential pathway for fungal survival and many 

currently used antifungal agents work by targeting this pathway. There are a number of 

currently used and potential drug targets in this the pathway; the most widely used 

antifungal drugs are compounds that inhibit cytochrome P-450-dependent C14α-

demethylase (CYP51). Another important enzyme in this pathway is squalene synthase 

(SQS), which catalyzes the first committed step in the sterol biosynthesis.  

Methods: Ten known arylquinuclidine SQS inhibitors were tested as antiproliferative 

agents against 5 ATCC strains and 54 clinical isolates of Candida albicans, Candida 

tropicalis and Candida parapsilopsis. The morphological alterations on the treated yeasts 

were evaluated by fluorescence and transmission electron microscopy. 

Results: The most potent arylquinuclidine derivative (3-[1‟-{4‟-(benzyloxy)-phenyl}]-

quinuclidine-2-ene) had an MIC50 of 2 µg/ml to all species, with MIC90s varying from 4 

µg/ml to 8 µg/ml. Ultrathin sections of C. albicans treated with 1 µg/ml of this potent 

compound showed several ultrastructural alterations: (a) lost of cell wall integrity, (b) 

detachment of plasma membrane from the fungal cell wall, (c) an accumulation of small 

vesicles in the periplasmatic region, (d) presence of large electron-dense vacuoles, and (e) a 

significant increase of cell size and cell wall thickness. In addition, fluorescence 

microscopy of cell labeled with Nile Red showed an accumulation of lipid droplets in the 

cytoplasm of treated yeasts suggesting a correlation with the electron-dense vacuoles 
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observed by electron microscopy. Staining with DAPI, a fluorescent stain that binds to 

DNA, revealed important alterations in the cell cycle after treatment with compound.  

Conclusion: Taken together, our data demonstrate that arylquinuclidine derivatives could 

become useful leads for the development of new anti-Candida agents, including azole-

resistant strains. 



165 

 

 

 

Squalene synthase inhibitors, E5700 and ER-119884, inhibit growth and alter 

ultrastructure and lipid profile of Candida tropicalis. 

Kelly Ishida
a
, Gonzalo Visbal

b
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c
, Julio A. Urbina

d
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c
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Abstract 

Three quinuclidine-based squalene synthase inhibitors (SQSI), {3-(biphenyl-4-yl)-3-

hydroxyquinuclidine (3-biphenyl-4-yl-1-aza-bicyclo[2,2,2]-octan-3-ol} (BPQ-OH), E5700 

and ER-119884, were evaluated against 5 Candida tropicalis strains with different 

susceptibility profiles to fluconazole (FLC), itraconazole (ITC), terbinafine (TRB) and 

amphotericin B (AMB).  

Although BPQ-OH, E5700 and ER-119884 were inactive for most C. tropicalis strains 

tested in concentrations up to 16 µg mL
-1

; E5700 and ER-119884 were active against C. 

tropicalis ATCC 28707, a triple resistant strain to FLC, ITC and AMB but not to the TRB, 

with MIC50 and MIC90 values of 1 and 4 µg mL
-1

, respectively. Treatment of C. tropicalis 

ATCC 28707 with E5700 or ER-119884 MIC50 values induced several ultrastructural 

alterations, mainly associated with the cell wall, which exhibited prominent shading and an 

increase in its thickness.  An increase in the number of electron-dense vacuoles was also 

observed. Lipid analyses revealed drastic alterations on the sterol biosynthesis pathway 

showing a decrease in the squalene and absence of intermediate sterol in C. tropicalis 

ATCC 28707 treated with E5700, ER-119884, and squalene accumulation in yeasts treated 

with TRB. Although C. tropicalis ATCC 28707 fatty acids profiles of cells grown in the 

presence of E5700 and ER-119884 revealed several alteration as an increase of C:18 

percentage in relation to C:16 with drastic increase of propionic acid (Ar-C:18), no 

alteration was detection  in the phospholipids profile.  
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In conclusion, our results indicated that E5700 and ER-119884 inhibited the growth and 

altered the ultrastructure and the lipid prolife of C. tropicalis ATCC 28707, a resistant 

strain to AMB, FLC and ITC. Therefore, these inhibitors could be an option for the 

treatment of resistant strains and could represent interesting lead compounds in the 

development of new inhibitors of the SQS enzyme with broad-spectrum antifungal activity. 
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Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matemática
Baixar livros de Medicina
Baixar livros de Medicina Veterinária
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
Baixar livros Multidisciplinar
Baixar livros de Música
Baixar livros de Psicologia
Baixar livros de Química
Baixar livros de Saúde Coletiva
Baixar livros de Serviço Social
Baixar livros de Sociologia
Baixar livros de Teologia
Baixar livros de Trabalho
Baixar livros de Turismo
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