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RESUMO 

 

A participação das espécies reativas de oxigênio (ERO) no mecanismo de ação dos 

antifúngicos azólicos, bem como a relação entre resistência aos antifúngicos e resposta ao 

estresse oxidativo, têm sido sugeridos. Entretanto, os dados ainda são inconclusivos e diferem 

entre os micro-organismos. Neste estudo estão apresentados os resultados da geração de ERO 

pelo fluconazol em isolados de C. glabrata sensíveis e resistentes a esse antifúngico e a 

resposta antioxidante da levedura. Nesses isolados, tratados e não tratados com fluconazol em 

concentração subinibitória, de acordo com sua concentração inibitória mínima (CIM), até fase 

de crescimento estacionário, foi avaliado se o fluconazol geraria ERO. Subsequentemente, 

foram analisadas as defesas antioxidantes glutationa peroxidase (GPx), superóxido dismutase 

(SOD), glutationa-S-transferase (GST), consumo de peróxido de hidrogênio e glutationa total, 

bem como possível dano oxidativo causado pelo fluconazol em lipídeos, proteínas e ácidos 

nucleicos e os níveis de nitritos e nitratos. Os resultados mostram que nos isolados de C. 

glabrata sensíveis e resistentes ao fluconazol, na presença do antifúngico, houve um aumento 

da geração ERO e maior atividade enzimática da GPx e SOD comparada a dos isolados não 

tratados com fluconazol, não havendo diferença estatística entre isolados sensíveis e 

resistentes nesses três parâmetros citados. Em relação à enzima GST, os isolados sensíveis 

mostraram maior atividade enzimática comparada aos resistentes, e quando as células 

sensíveis foram tratadas com fluconazol, a atividade da GST diminuiu. O fluconazol não 

induziu dano oxidativo em proteínas e em lipídeos, entretanto foi observado dano oxidativo 

ao DNA. Diante disso, sugere-se que o fluconazol gera ERO como parte do seu mecanismo 

antifúngico em C. glabrata em fase de crescimento estacionário, induzindo dano oxidativo no 

DNA. Como resposta, observa-se aumento na atividade enzimática da SOD e da GPx na 

levedura. O entendimento da resposta antioxidante de leveduras patogênicas tem importante 

interesse clínico, uma vez que o desenvolvimento racional de novas drogas antifúngicas 

requer conhecimento do metabolismo fúngico.  

Palavras-chave: C. glabrata, fluconazol, geração de ERO, resposta antioxidante. 
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ABSTRACT 

 

The participation of reactive oxygen species (ROS) in azoles antifungal mechanism of action 

has been suggested, as well as the relation between antifungal resistance and oxidative stress 

response. However, data are still inconclusive and differ between microorganisms. This study 

presents the results of ROS generation by fluconazole in fluconazole-susceptible and resistant 

C. glabrata strains and their antioxidant response. It was evaluated whether fluconazole 

generates ROS in those isolates treated and untreated with fluconazole at sub-inhibitory 

concentration according to their minimal inhibitory concentration (MIC). This treatment was 

conducted until stationary growth phase was reached. Subsequently, the antioxidant defenses 

glutathione peroxidase (GPx), superoxide dismutase (SOD), glutathione-S-transferase (GST), 

consumption of hydrogen peroxide and total glutathione, the possible oxidative damage in 

lipids, proteins and nucleic acids and the levels of nitrites and nitrates were analyzed. Results 

showed increased ROS generation in fluconazole-susceptible and resistant C. glabrata strains 

treated with fluconazole, and also higher GPx and SOD enzymatic activity, compared to 

untreated cells. No statistical difference of those three parameters was observed between 

susceptible and resistant strains. In relation to GST, susceptible strains demonstrated higher 

activity compared to the resistant ones, and when susceptible cells were treated with 

fluconazole the GST activity decreased compared to untreated. Fluconazole did not induce 

oxidative damage in proteins and in lipids, however oxidative DNA damage was observed. 

Therefore, it is suggested that fluconazole generates ROS as part of its antifungal mechanism 

in C. glabrata at stationary growth phase, inducing oxidative DNA damage. In response, there 

was increase in the enzymatic activity of SOD and GPx in yeast. The understanding of the 

pathogenic yeast antioxidant response has important clinical interest, since the rational  

development of new antifungal drugs requires knowledge about the fungal metabolism. 

Key-words: C. glabrata, fluconazole, ROS generation, antioxidant response.  
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. Candida spp. e as candidíases  

Desde o início de 1980 os fungos têm emergido como importantes causas de doenças 

humanas, especialmente entre os imunocomprometidos e hospitalizados com doenças graves 

subjacentes (Pfaller e Diekema, 2007). Apesar da ampla pesquisa e desenvolvimento de novos 

fármacos antimicóticos, o número de infecções fúngicas continua crescendo (Falagas, 

Roussos e Vardakas, 2010). Dentre os fungos patogênicos responsáveis por essas infecções 

estão as espécies do gênero Candida, cuja incidência tem aumentado consideravelmente nas 

últimas três décadas, principalmente devido a epidemia da AIDS, ao surgimento de uma 

população cada vez mais envelhecida, ao maior número de pacientes imunodeprimidos, como 

os transplantados, e ao amplo uso de antibióticos, antineoplásicos e corticoides, além da 

exposição a procedimentos invasivos e cateteres endovenosos (Passos et al., 2005; Filler, 

2012; Silva et al., 2012; Sardi et al., 2013). 

Candida albicans foi, por muito tempo, descrita como a causadora da maioria das 

infecções fúngicas humanas, sendo a levedura mais frequentemente isolada em amostras 

biológicas (Calderone, 2002). Entretanto, o cenário epidemiológico mundial vem mostrando 

que as infecções por Candida não-albicans são emergentes e entre as espécies patogênicas 

mais importantes depois de C. albicans estão, em ordem alfabética, Candida dubliniensis, 

Candida glabrata, Candida krusei, Candida parapsilosis e Candida tropicalis (Haynes, 

2001). O envolvimento dessas espécies não-albicans em candidíases pode estar parcialmente 

relacionada aos métodos diagnósticos mais aprimorados, como técnicas moleculares, mas 

também ao fato de que tais espécies não-albicans demonstram elevado nível de resistência aos 

antifúngicos tradicionais comparadas a C. albicans, culminando na persistência das espécies 

não-albicans nas infecções (Massonet et al., 2004; Nguyen et al., 2012; Silva et al., 2012).  

No homem, as espécies de Candida fazem parte da microbiota da pele, do trato 

gastrointestinal e urinário (Sardi et al., 2013). Quando há uma perturbação dos mecanismos 

de defesas locais ou sistêmicos, esse micro-organismo pode proliferar e causar infecções 

como candidíase orofaríngea ou vulvovaginal. Além disso, em pacientes hospitalizados, 

Candida spp. pode entrar na corrente sanguínea através de cateteres, causando candidíase 

disseminada (Filler, 2012). Assim, o espectro das candidíases se mostra bastante extenso, 

podendo variar desde manifestações de menor significância clínica, como a colonização de 
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mucosas, até quadros sistêmicos com a invasão de diversos órgãos. As mucosas oral, vaginal 

e esofágica são as mais frequentemente envolvidas em quadros de candidíase (Sidrim e 

Rocha, 2004). 

Assim como C. albicans, as espécies não-albicans podem causar grande variedade de 

infecções que vão desde micoses superficiais até micoses sistêmicas disseminadas fatais 

(Haynes, 2001). As candidíases orofaríngeas são as mais frequentes infecções fúngicas 

oportunistas entre os pacientes com HIV, podendo atingir quase 45% deles (Fetter et al., 

1993; De Repentigny, Lewandowski e Jolicoeur, 2004; Maurya et al., 2013). Outro tipo 

frequente de infecção por Candida spp. é a candidíase vulvovaginal, representando um 

significativo problema que afeta 75% das mulheres ao menos uma vez durante suas vidas 

(Fidel, 2004). Com relação às candidemias, foram avaliados episódios em centros médicos 

brasileiros e foi observado que as candidemias ocorrem em 2,45 casos a cada mil internações, 

podendo esses números serem de duas a 15 vezes maiores do que os registrados no 

Hemisfério Norte (Colombo et al., 2006). 

Os agentes etiológicos das candidemias apresentam uma variação significativa em 

diferentes partes do mundo (Falagas, Roussos e Vardakas, 2010). Na América do Sul, as 

espécies de Candida não-albicans mostram-se as mais comumente isoladas em episódios de 

infecções sanguíneas por leveduras (Camargo et al., 2010; Falagas, Roussos e Vardakas, 

2010; Cortes et al., 2011). Entre essas espécies, o número de infecções causadas por C. 

glabrata tem demonstrado notório aumento, tanto na Europa (Tortorano et al., 2006), como 

no Brasil (Colombo et al., 2006; Pasqualotto et al., 2008; Colombo et al., 2013). 

1.2.     A espécie Candida glabrata 

No princípio, Candida glabrata foi classificada como pertencente ao gênero 

Torulopsis, descrito em 1894, enquanto o gênero Candida não havia sido nomeado até 1913. 

Essa levedura foi originalmente classificada junto ao gênero Torulopsis devido à incapacidade 

de produção de pseudo-hifas, entretanto, em 1978 foi determinado que a habilidade de 

produzir pseudo-hifas não seria um fator de distinção confiável para os membros do gênero 

Candida e foi proposto que Torulopsis glabrata passasse a ser classificada no gênero Candida 

(Fidel, Vazquez e Sobel, 1999). Mais tarde foi observado que essa levedura forma pseudo-

hifas em ágar contendo baixa concentração de amônia (Vandeputte et al., 2007). Atualmente, 
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o gênero Candida pertence ao reino Fungi, filo Ascomycota, classe Hemiascomycetes, ordem 

Saccharomycetales e família Candidaceae (Calderone, 2002). 

Em 1984 foi demonstrado que C. glabrata apresenta haploidia, contrastando com 

Candida albicans, diploide e dimórfica (Whelan et al., 1984). Com relação ao dimorfismo, 

ele acontece com alguns fungos e consiste no desenvolvimento de forma filamentosa ou 

leveduriforme em condições distintas. Ao contrário de outras espécies de Candida, C. 

glabrata não é um fungo dimórfico, por isso é encontrada como blastoconídios de levedura 

tanto na forma comensal como na forma de micro-organismo patogênico (Fidel, Vazquez e 

Sobel, 1999). 

Em análises filogenéticas realizadas com sequências de rRNA, a maioria das espécies 

de Candida, incluindo C. albicans, se agrupam em um grupo monofilético, enquanto C. 

glabrata apresenta maior relação com S. cerevisiae  (Wong et al., 2003). Essa proximidade 

filogenética entre S. cerevisiae e C. glabrata foi demonstrada pela primeira vez em 1991 

(Barns et al., 1991). A distinção filogenética entre C. glabrata e C. albicans poderia sugerir 

uma evolução independente entre elas no que diz respeito à capacidade de infecção (Kaur et 

al., 2005). 

Em relação ao ciclo de reprodução, C. glabrata é tradicionalmente classificada como 

micro-organismo assexual, se reproduzindo apenas por brotamento. Entretanto, estudos têm 

demonstrado que essa espécie apresenta genes de ciclo de reprodução sexual, de meiose e de 

esporulação, incluindo gene que codifica para ferormônio e genes envolvidos na via de 

reprodução sexuada (Srikantha, Lachke e Soll, 2003; Wong et al., 2003; Muller et al., 2008). 

Por conseguinte, é proposto que C. glabrata poderia apresentar também um ciclo de 

reprodução sexual em condições ainda desconhecidas, tais como no corpo humano, podendo 

passar por uma fase diploide transitória (Muller et al., 2008). 

Em 2004 foi publicado o trabalho no qual foi realizado o sequenciamento do genoma 

de quatro leveduras, entre elas o de C. glabrata. Nele é demonstrado, entre outras 

informações, que essa espécie apresenta 13 cromossomos e tamanho genômico de 12,3 Mb. O 

conteúdo de CG é de 38,8%, semelhante ao de S. cerevisiae (38,3%) (Dujon et al., 2004).  

Por muito tempo C. glabrata foi considerada uma levedura saprófita não patogênica 

da microbiota normal de indivíduos saudáveis, raramente causando infecções sérias em 
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humanos. Entretanto, após a utilização generalizada e crescente da terapia imunossupressora 

em conjunto com a terapia antifúngica de amplo espectro, observou-se um aumento 

significativo da frequência de infecções causadas por C. glabrata (Fidel, Vazquez e Sobel, 

1999). Tais infecções causadas por essa espécie apresentam um grande espectro de 

apresentações clínicas e podem ser classificadas como superficiais, como são as infecções 

cutâneas e das mucosas, e como profundas, generalizadas e de alta severidade, como são as 

candidíases invasivas (Sardi et al., 2013). 

 A patogenicidade das espécies de Candida é mediada por uma gama de fatores de 

virulência, que são determinados geneticamente, sendo expressos pelas leveduras quando 

submetidas a certas condições e interagem diretamente com as células hospedeiras causando 

danos (Silva et al., 2012). O conhecimento sobre a patogenicidade e os fatores de virulência 

de C. glabrata assim como os mecanismos de defesa do hospedeiro contra esse micro-

organismo está crescendo lentamente (Li, Redding e Dongari-Bagtzoglou, 2007). Comparada 

a C. albicans, C. glabrata demonstra menor virulência e patogenicidade em modelos animais, 

e é proposta que essa menor virulência poderia ser decorrente da falta de formação de hifas 

por essa espécie (Fidel, Vazquez e Sobel, 1999). 

 A capacidade de aderência às células do hospedeiro é um importante fator de 

virulência, sendo as adesinas as proteínas da superfície celular de Candida sp envolvidas na 

aderência específica. Em C. glabrata, o maior grupo de adesinas é expresso pela família dos 

genes EPA (De Las Penas et al., 2003). A habilidade de aderência está relacionada à formação 

de biofilmes, e essa capacidade de formação de biofilme por C. glabrata é um de seus 

principais fatores de virulência, além de contribuir para a elevada resistência aos antifúngicos 

por essa espécie (Seneviratne et al., 2010). 

Enzimas hidrolíticas, que quebram polímeros e barreiras para o crescimento fúngico, 

fornecendo acesso aos nutrientes, bem como inativando células de defesa do hospedeiro, 

também são fatores de virulência em algumas espécies de Candida sp (Haynes, 2001).  C. 

glabrata não apresenta aspartil proteinases, o que poderia explicar a menor virulência dessa 

espécie em relação a C. albicans, que apresenta tais proteinases (Li, Redding e Dongari-

Bagtzoglou, 2007). Em um recente estudo é ressaltado que C. glabrata, na maioria dos casos, 

não apresenta ação das enzimas hidrolíticas, mas que isso poderia variar de isolado para 

isolado (Silva et al., 2012), assim como a expressão de diversos fatores de virulência varia 
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entre isolados de C. glabrata pertencentes a diferentes genótipos (Berila, Hyrossova e Subik, 

2011).  

Em relação à epidemiologia das infecções por C. glabrata, um estudo no sul do Brasil 

realizado em um hospital universitário demonstrou que as candidemias por essa espécie foram 

três vezes mais frequentes nos anos de 2005 a 2007 comparado aos anos de 1995 a 2003 

(Pasqualotto et al., 2008). Um estudo similar também realizado no sul do Brasil entre os anos 

de 2006 e 2007 avaliou casos de candidemias em sete instituições médicas privadas e duas 

públicas, e os autores relataram que entre 4.363 episódios de infecções sanguíneas, 300 foram 

causadas por Candida spp (6,9%). C. glabrata foi a espécie mais frequentemente isolada nas 

instituições privadas, sendo nelas também o maior índice de isolados dessa espécie resistentes 

ao fluconazol (Colombo et al., 2013). Na Europa, C. glabrata, responsável por 14% das 

infecções sanguíneas, é a segunda espécie mais reportada, exceto na Itália e na Espanha, onde 

é a terceira e a quarta, respectivamente (Tortorano et al., 2006). Nos Estados Unidos a 

incidência de candidemias por C. glabrata em comparação com outras espécies de Candida 

também está aumentando (Eschenauer et al., 2013). 

 C. glabrata emerge como espécie patogênica não apenas em infecções sanguíneas, 

mas também causando candidíases em diferentes locais do corpo humano. No Brasil foi 

observado que 22% dos pacientes infectados ou colonizados por Candida spp apresentavam 

espécies não-albicans na cavidade oral, com predominância de C. glabrata e C. krusei (Milan 

et al., 1998). Em 2000, um estudo relatou que C. glabrata foi a espécie de Candida não-

albicans mais frequentemente isolada em candidíase oral em pacientes HIV positivos na 

Espanha (Canuto et al., 2000). 

Outra forma de manifestação clínica de infecção por Candida sp. é a candidíase 

vulvovaginal, que é muito comum tanto em indivíduos imunocompetentes como em 

imunocomprometidos. Nessa forma de infecção, novamente a espécie C. glabrata tem sido 

identificada como a Candida não-albicans mais predominantemente isolada, representando 

34,5% dos casos (Ozcan et al., 2006), assim como nos casos de candidúria reportados em 

Goiás, Brasil (Passos et al., 2005) e na Bahia, Brasil (Oliveira et al., 2011).   

1.3. Antifúngicos azólicos 
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Os azólicos são uma importante classe de agentes antifúngicos usados na medicina 

humana e veterinária (Musiol e Kowalczyk, 2012). São compostos totalmente sintéticos e que, 

geralmente, têm ação fungistática sobre determinados fungos. Seu mecanismo de ação 

consiste na inibição da biossíntese do ergosterol do fungo através da ligação à enzima 

lanosterol 14-α-desmetilase, o que provoca alterações na membrana citoplasmática (Goodman 

e Gilman, 1996), uma vez que o ergosterol é um biorregulador na fluidez, assimetria e 

integridade da membrana celular fúngica (Ghannoum e Rice, 1999). A associação à enzima 

ocorre pela aproximação do azólico ao grupamento heme da lanosterol 14-α-desmetilase, 

enzima da família citocromo P450, e substituição de uma molécula de água localizada na 

posição seis do grupamento heme pelo azólico, bloqueando e inativando o centro ativo da 

enzima (Balding et al., 2008).  

Os azólicos apresentam um anel imidazólico em sua estrutura química e, dependendo 

do número de átomo de nitrogênio presente nesse anel, esses agentes antifúngicos classificam-

se em imidazólicos – quando houver apenas um átomo de nitrogênio (cetoconazol, 

miconazol), e triazólicos – quando houver três átomos de nitrogênio na molécula (fluconazol, 

itraconazol, voriconazol, posaconazol, ravuconazol). Os triazólicos chegaram ao mercado na 

década de 80 e entre eles, o fluconazol, desenvolvido pela Pfizer, ganhou destaque quando 

aprovado para uso no início da década de 90, abrangendo muitas das deficiências 

demonstradas pelos imidazólicos, como variação da eficácia ou inexistência de absorção oral, 

elevada hepatotoxicidade, distúrbios endócrinos e interações com outras drogas (Maertens, 

2004; Musiol e Kowalczyk, 2012).   

1.3.1. O fluconazol e a resistência a esse azólico em Candida glabrata 

O número de drogas antifúngicas para candidíase invasiva aumentou nas últimas duas 

décadas e vários estudos compararam essas terapias medicamentosas, no entanto, uma 

estratégia de tratamento ideal ainda não foi identificada (Andes et al., 2012; Eschenauer et al., 

2013). Entre as drogas de escolha, o fluconazol tem sido o agente antifúngico preferido para o 

tratamento de infecções sistêmicas e tópicas por Candida spp. Seu uso generalizado pode ser 

atribuído a sua estabilidade metabólica, alta solubilidade em água, boa tolerabilidade, baixo 

custo, possibilidade de administração via oral (Grant e Clissold, 1990) e capacidade de 

penetrar no SNC (Eschenauer et al., 2013), todos esses atributos culminam em eficiência 

clínica e segurança (Ghannoum e Rice, 1999).                                  



19 
 

O fluconazol é utilizado na clínica como profilaxia e tratamento de candidíases 

orofaríngeas e esofágicas em pacientes com AIDS, assim como em paciente neutropênicos, ou 

que passaram por procedimentos cirúrgicos e desenvolveram candidíase invasiva (Loeffler e 

Stevens, 2003). Pelo fato de ser excretado na urina na sua forma ativa, o fluconazol é também 

o tratamento de escolha para infecções fúngicas no trato urinário (Spampinato e Leonardi, 

2013). 

Entretanto, o amplo uso do fluconazol na clínica tem resultado em uma mudança na 

microbiota hospedeira para espécies resistentes a esse agente antifúngico (Loeffler e Stevens, 

2003). Essa mudança leva à seleção de micro-organismos resistentes e favorece infecções por 

Candida não-albicans, como C. glabrata, que é intrinsecamente menos suscetível ao 

fluconazol (Spampinato e Leonardi, 2013). 

A resistência às drogas antifúngicas é um fenômeno cada vez mais reconhecido e pode 

ser clinicamente definida como a persistência de sinais e sintomas da infecção, apesar da 

presença de um tolerável nível da droga. Dependendo do fármaco e da espécie de Candida, o 

mecanismo de resistência antifúngica pode ser intrínseco, presente naturalmente, ou 

extrínseco, em que a resistência é adquirida por um micro-organismo anteriormente sensível e 

que depois de um período de exposição ao agente tornou-se resistente a ele (Silva et al., 

2012). C. glabrata pode apresentar ambas as formas de resistência ao antifúngico fluconazol, 

sendo que a aquisição de resistência resultante da exposição ao fluconazol ocorre mais 

frequentemente e mais rapidamente do que em C. albicans (Lupetti et al., 2002). 

Múltiplos mecanismos de resistência aos antifúngicos azólicos têm sido relatados e os 

transportadores ABC de efluxo multidrogas são importantes mecanismos de resistência ao 

fluconazol em C. glabrata. A superexpressão dos transportadores de efluxo multidrogas como 

CgCDR1, CgCDR2 e CgPDH1, e também do fator de transcrição CgPDR1, são os 

mecanismos de resistência ao fluconazol mais observados em isolados de C. glabrata 

(Parkinson, Falconer e Hitchcock, 1995; Sanglard et al., 1999; Lupetti et al., 2002; Vermitsky 

e Edlind, 2004; Vermitsky et al., 2006; Berila et al., 2009).  

A superexpressão da enzima lanosterol 14-α-desmetilase, alvo dos azólicos como o 

fluconazol, também está associada com a aquisição de resistência ao fluconazol em C. 

glabrata. Essa superexpressão pode ocorrer devido a um aumento da taxa de transcrição do 
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seu gene codificador, o ERG11, resultado da duplicação do cromossomo que contém esse 

gene (Marichal et al., 1997; Tobudic, Kratzer e Presterl, 2012). 

Os pacientes com AIDS são os maiores acometidos por infecções orofaríngeas 

causadas por C. glabrata resistentes ao fluconazol e isso ocorre por que esses pacientes 

apresentam imunodepressão e prolongada exposição ao azólico (Canuto et al., 2000; Loeffler 

e Stevens, 2003). A presença de isolados resistentes ao fluconazol aparece em setores 

hospitalares de hematologia e oncologia, onde os pacientes costumam apresentar 

imunodepressão devido a doenças de base (Ben-Ami et al., 2013). Estudos mostram que o 

isolamento de C. glabrata resistente ao fluconazol em amostras biológicas, como urina, 

sangue e secreções, é constante, chegando a ser relatada a ausência de isolados dessa espécie 

sensíveis ao fluconazol, inclusive no Brasil (Kiraz et al., 2010; Furlaneto et al., 2011; Singla 

et al., 2012; De Almeida et al., 2013). 

1.4.  Estresse oxidativo e Candida sp. 

 Os habitats naturais da levedura C. glabrata, as mucosas do hospedeiro mamífero, 

estão associados com limitações de nutrientes, estresse oxidativo, competição com outros 

micro-organismos e estresses causados pelos mecanismos de proteção. As células fagocíticas, 

como neutrófilos, células dendríticas e macrófagos, são as primeiras respostas do sistema 

imune inato do hospedeiro às invasões de micro-organismos, sendo importantes defesas 

contra infecções por Candida spp (Fang, 2004; Berila, Hyrossova e Subik, 2011; Jandric e 

Schuller, 2011). No processo de infecção, a levedura é internalizada nas células fagocíticas 

por meio de fagolisossomos, que possuem um ambiente interno destrutivo e altamente tóxico. 

Esse ambiente é constituído, entre outros compostos, de espécies reativas de oxigênio (ERO) 

e de nitrogênio (ERN) que causam dano no DNA, nas proteínas e nos lipídeos do fungo 

fagocitado (Jandric e Schuller, 2011). A síntese de ERO no fagolisossomo é impulsionada 

pelo complexo da enzima NADPH oxidase, que possui um centro redox e medeia a 

transferência de elétrons do NADPH citoplasmático para o oxigênio molecular (O2), gerando 

superóxido (O2
•
), e também ânion radical hidroxila (

•
OH), tanto no fagolisossomo como no 

meio extracelular (Roos, Van Bruggen e Meischl, 2003; Brown, Haynes e Quinn, 2009; 

Jandric e Schuller, 2011). Já as ERN, mais especificamente o óxido nítrico (NO
•
) é gerado 

pela via da enzima NO
•
 sintase induzível (iNOS) (Fang, 2004). 
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Cada ERO e ERN possui diferente reatividade, estabilidade, compartimentalização e 

atividade biológica e várias espécies podem estar presentes simultaneamente em condições 

biológicas relevantes, podendo interagir com numerosos alvos em uma célula, danificando 

proteínas, bases nucleotídicas e lipídeos (Fang, 2004). Espécie reativa é um termo amplo, que 

inclui os radicais livres e outros derivados não-radicalares como o ozônio e o peróxido de 

hidrogênio (H2O2). Radical livre é qualquer espécie química (átomo, íon ou molécula) que 

possui um ou mais elétrons desemparelhados em sua órbita mais externa. A presença de um 

elétron desemparelhado aumenta sua reatividade (Halliwell e Gutteridge, 2007).  

A suscetibilidade dos fungos às ERO e às ERN, e, portanto, ao sistema de defesa do 

hospedeiro, depende do micro-organismo (Missall, Lodge e Mcewen, 2004). C. glabrata, C. 

albicans e C. krusei demonstram um sistema antioxidante mais potente comparados a C. 

dubliniensis, C. famata e C. guilliermondii, quando as células em fase de crescimento 

exponencial foram expostas a peróxido de hidrogênio, o que poderia explicar a maior 

capacidade daquelas espécies em causar infecções sistêmicas (Abegg et al., 2010). Os micro-

organismos, para se proteger das ERO e das ERN, desenvolveram ao longo da evolução 

sistemas de defesas antioxidantes enzimáticos e não enzimáticos que apresentam diferentes 

níveis de proteção, evitando a formação de espécies reativas, neutralizando as formadas e 

ainda reparando os danos causados por elas (Jamnik e Raspor, 2005; Roetzer et al., 2011; 

Sheng et al., 2011). 

As enzimas superóxido dismutases (SOD) são altamente eficientes em remover 

cataliticamente O2
•-
 reduzindo-o a H2O2 ou também o oxidando à O2. Essas enzimas possuem 

íons Mn
2+

, Zn
2+

 ou Cu
2+

 no seu centro catalítico (Halliwell e Gutteridge, 2007). A levedura C. 

glabrata possui dois genes codificadores de SOD, CgSOD1 que codifica para CuZnSOD com 

possível localização citoplasmática e mitocondrial, e o gene CgSOD2 que codifica MnSOD 

com possível localização mitocondrial e peroxissomal, ambos são ortólogos dos genes de 

Saccharomyes  cerevisiae, ScSOD1 e ScSOD2 (Petrova et al., 2013). Já em C. albicans, foram 

identificados seis genes que codificam para SOD (CaSOD1-6) (Missall, Lodge e Mcewen, 

2004; Sheng et al., 2011). Essa diferença de número de genes codificadores de SOD 

explicaria a menor resistência de C. glabrata à menadiona, um pró-oxidante produtor de O2
•-
, 

comparada a C. albicans (Cuellar-Cruz et al., 2009). Uma análise da homologia da sequência 

de aminoácidos da SOD de C. glabrata, S. cerevisiae e C. albicans mostrou que CgSODs 

estão mais estreitamente relacionadas com ScSODs do que com CaSODs (Cuellar-Cruz et al., 
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2009), o que poderia ser explicado pela maior proximidade filogenética de C. glabrata a  S.  

cerevisiae do que à C. albicans (Kaur et al., 2005; Bialkova e Subik, 2006). 

A enzima catalase, que detoxifica H2O2 através da conversão catalítica à água (H2O) e 

O2, é altamente conservada entre as leveduras (Jandric e Schuller, 2011). C. glabrata possui 

um gene que codifica para essa enzima, o gene CAT1, que é extremamente necessário para 

resistência in vitro a H2O2, não apresentando impacto na virulência dessa levedura em modelo 

murino (Cuellar-Cruz et al., 2008). 

Peroxirredoxinas (Prxs) constituem uma família de proteínas extremamente eficazes 

na eliminação de peróxidos (Cox, Winterbourn e Hampton, 2010). Elas são enzimas tiol-

específicas, ou seja, seu sítio ativo é um grupo tiol N-terminal de uma cisteína conservada, 

por isso são também conhecidas como tiol peroxidases. As Prxs exercem seu papel 

antioxidante protetor através de sua atividade de peroxidase em que o H2O2 e uma vasta gama 

de hidroperóxidos orgânicos (ROOH) são reduzidos e detoxificados (Missall, Lodge e 

Mcewen, 2004; Aksam et al., 2008). Outra família enzimática que remove H2O2 e ROOH são 

as glutationa peroxidases (GPx), que oxidam glutationa reduzida (GSH) na detoxificação de 

peróxidos e apresentam uma selenocisteína no sítio ativo (Halliwell e Gutteridge, 2007). C. 

glabrata possui um gene GPX2 e dois GPX3 que codificam enzimas com localização 

citoplasmática e mitocondrial (Petrova et al., 2013). 

Os níveis de GSH intracelulares em células de leveduras apresentam variações 

impulsionadas por agentes indutores de estresse oxidativo e também pela morfologia e fase do 

crescimento celular (Gonzalez-Parraga et al., 2005; Perrone, Grant e Dawes, 2005; Michan e 

Pueyo, 2009; Abegg et al., 2012). Esse tripeptídeo também está envolvido na atividade 

detoxificadora da família das enzimas glutationa-S-tranferases (GSTs). As GSTs conjugam 

xenobióticos ou seus metabólitos à GSH, seguido da eliminação dos conjugados ou da 

internalização em compartimentos celulares, como em vacúolos  (Garcera, Casas e Herrero, 

2010). Recentemente foi demonstrado que C. glabrata possui um gene codificador de GST, o 

gene GTT3 (Petrova et al., 2013). 

Como dito anteriormente, as células de defesa do hospedeiro produzem altas 

concentrações de NO
•
 pela ação da iNOS e sua inibição diminui fortemente a atividade 

candicida dessas células. Fungos e bactérias protegem-se da toxicidade do NO
•
 utilizando 

enzimas como flavohemoglobina e NO
• 

dioxigenase que convertem NO
• 
a moléculas menos 
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tóxicas (Ullmann et al., 2004). A flavohemoglobina é uma enzima com dois domínios que 

detoxificam NO
• 

ligando seu grupo heme e oxigênio a ele, formando nitrato, composto 

inócuo, e flavohemoglobina férrica, que posteriormente é reduzida a forma ferrosa via 

transferência de elétrons entre NADPH. Essa enzima está presente em microrganismos como 

C. albicans (Ullmann et al., 2004; Hromatka, Noble e Johnson, 2005) e Candida norvegensis 

(Kobayashi, G. et al., 2002) 

Quanto aos mecanismos de dano a alvos celulares através de ERO, o dano a proteínas 

pode ocorrer por ataque direto de espécies reativas ou por danos secundários envolvendo 

ataque por produtos finais de peroxidação lipídica. O dano proteico é importante in vivo 

porque pode prejudicar, por exemplo, a função de receptores, transdução de sinal, proteínas de 

transporte e enzimas (Halliwell e Gutteridge, 2007). Durante o estresse oxidativo, o primeiro 

evento relacionado ao dano em proteínas é a formação de um radical centrado no carbono por 

extração de H
• 
do carbono α em uma ligação peptídica, então ocorre fragmentação das cadeias 

e oxidação de quase todos os tipos de aminoácidos, com produção frequente de compostos 

carbonilados, particularmente a partir de prolina, arginina e lisina. Um estudo demonstrou que 

a formação de grupos carbonil é menor em C. glabrata e C. albicans do que em C. 

dubliniensis, C. famata, C. guilliermondii, C. krusei, C. parapsilosis e C. tropicalis quando 

tratadas com 0,5 mM H2O2 (Abegg et al., 2010). 

Ácidos graxos e lipoproteínas de membranas também são alvos potenciais de ERO e 

ERN, e quando essas estruturas sofrem um ataque resultante do estresse oxidativo, 

desencadeia-se um processo denominado lipoperoxidação. A peroxidação lipídica inicia-se 

com o sequestro do hidrogênio da membrana celular com formação do radical lipídico. Este 

radical reage rapidamente com o oxigênio, resultando em radical peroxila, que, por sua vez, 

sequestra um novo hidrogênio do ácido graxo poli-insaturado, formando novamente o radical 

lipídico. O término da lipoperoxidação ocorre quando os radicais produzidos propagam-se até 

se autodestruírem (Frisard et al., 2007). 

Níveis fisiologicamente relevantes de O2
•-
, NO

•
, H2O2 ou ROOH não reagem com 

bases de DNA ou RNA significativamente. Entretanto, O2
•-
 e NO

•
 podem reagir com radicais 

formados após o DNA ser atacado por espécies reativas mais agressivas, como o radical 
•
OH, 

que é altamente reativo e pode gerar uma multiplicidade de produtos por reação com o DNA. 

O ataque de espécies reativas no DNA pode produzir quebra de fita, dano em desoxirriboses e 

modificações de purinas e pirimidinas, sendo a medida de modificações nas bases a mais 
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comumente utilizada para medir dano oxidativo no DNA (Halliwell e Gutteridge, 2007). A 

base modificada 8-oxo-7-hidro-2’-desoxiguanosina (8-OxodG) é considerada um dos 

produtos de dano oxidativo no DNA por espécies reativas que pode ser facilmente medida por 

HPLC e detecção eletroquímica (Lee e Park, 1998). Esse composto exibe um tautomerismo 

ceto-enol, a forma ceto é 8-OxodG e a forma enol é 8-hidroxi-2’-desoxiguanosina (8OHdG), 

sendo que o equilíbrio favorece a forma ceto (Halliwell e Gutteridge, 2007). Existem 

inconsistências na literatura em relação a essa nomenclatura, alguns autores referem-se à 8-

OxodG (Collins et al., 2003; Cadet et al., 2012) e outros à 8OHdG (Lee e Park, 1998; 

Dirmeier et al., 2002; Halliwell e Gutteridge, 2007). Nós utilizaremos a nomenclatura 8-

OxodG. 

1.4.1.  Geração de espécies reativas pelos antifúngicos azólicos 

 A sobrevivência das células fúngicas depende da sua capacidade de sentir as alterações 

no meio ambiente e de como elas respondem adequadamente à nova situação (Michan e 

Pueyo, 2009). Além da geração de espécies reativas por parte das células de defesa do 

hospedeiro, alguns estudos vêm propondo que os fungos passam por estresse oxidativo 

causado pelos compostos com atividade antifúngica que são utilizados na clínica para 

combater a infecção, sendo a geração de espécies reativas um mecanismo de ação adicional 

desses compostos (Kobayashi, D. et al., 2002; Thevissen et al., 2007). 

 A geração de espécies reativas pelo miconazol em C. albicans foi demonstrada através 

de ensaios fluorimétricos com diacetato de diclorofluoresceína (DCFH-DA) (Kobayashi, D. et 

al., 2002). O DCFH-DA é uma substância apolar que difunde para dentro da célula, onde é 

hidrolisada por esterases a um derivado polar pro-fluorescente, o DCFH, que se acumula na 

célula. Na presença de espécies reativas, o DCFH é oxidado ao composto fluorescente DCF 

(Shen, Scaiano e English, 2006). Os autores do mencionado trabalho propuseram que além da 

saída do ATP intracelular, a inibição da atividade da ATPase pelo miconazol poderia 

promover a produção de espécies reativas. O miconazol combinado com a terapia 

fotodinâmica parece contribuir com a morte de C. albicans através do aumento da geração de 

ERO quando comparado com células que tiveram apenas um dos tratamentos (Snell, Foster e 

Haidaris, 2012) 

O efeito do miconazol sobre o citoesqueleto de actina e a consequente produção de 

espécies reativas em células de S. cerevisiae foi demonstrado com o uso do corante rodamina-
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faloidina (Thevissen et al., 2007). Segundo os autores do trabalho, o miconazol causaria uma 

aglomeração de actina levando à indução da produção de espécies reativas por mitocôndrias 

disfuncionais, resultando na apoptose da célula de levedura. De fato, a actina, nos fungos, tem 

um papel fundamental na atividade da mitocôndria e na regulação da formação de espécies 

reativas endógenas (Gourlay e Ayscough, 2006). 

A atividade antifúngica do fluconazol também parece ter relação com geração de 

espécies reativas em espécies de Candida. Em um estudo com células de C. albicans foi 

evidenciada a expressão de genes específicos de resposta a estresse oxidativo e nitrosativo 

quando as células foram expostas a diferentes concentrações de fluconazol por diferentes 

tempos de incubação (Arana, Nombela e Pla, 2010). Esse grupo também propôs que a geração 

de espécies reativas nas células da levedura na presença do fluconazol poderia ser devido à 

produção de farnesil pirofosfato, um precursor do ergosterol que estaria acumulado na célula. 

Da mesma maneira como observado em C. albicans, o fluconazol foi capaz de gerar espécies 

reativas em cepas de Candida tropicalis sensíveis a esse antifúngico. Os autores 

demonstraram, através da versão alcalina modificada do ensaio cometa, que o fluconazol 

causou dano oxidativo no DNA da levedura (Da Silva et al., 2013). 

Entretanto, um recente estudo demonstrou que o fluconazol não foi capaz de gerar 

espécies reativas na levedura patogênica Cryptococcus gattii durante 1h e 24h de exposição, 

em contrapartida o antifúngico itraconazol levou à formação de espécies reativas e 

peroxidação lipídica nas células dessa levedura em um curto período de exposição a ele (1h) 

(Ferreira et al., 2013). Os autores representaram esquematicamente o papel oxidativo e 

nitrosativo do itraconazol no C. gattii, onde ele induz estresse oxidativo na levedura no início 

do tratamento levando à lipoperoxidação, o que ativa o sistema enzimático antioxidante, 

resultando num efeito fungistático. Da mesma maneira, o fluconazol induziu uma baixa 

porcentagem de espécies reativas em células de Candida krusei e os autores do trabalho 

propuseram que o mecanismo antifúngico do fluconazol nessa levedura não estaria baseado 

na geração de espécies reativas (Costa-De-Oliveira et al., 2012). 

Outros estudos envolvendo diferentes classes de antifúngicos também tentam 

esclarecer o papel pro-oxidativo desses compostos, como é o caso da anfotericina B 

(Sokolanderson et al., 1988; Okamoto, Aoki e Mataga, 2004). Como observado, o mecanismo 

de ação adicional dos antifúngicos azólicos, principalmente do fluconazol, que consiste na 

geração de espécies reativas e dano oxidativo, ainda não está totalmente elucidado e 
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compreendido. Estudos na emergente levedura C. glabrata, na tentativa de explicar a geração 

de espécies reativas pelos azólicos assim como analisar a resposta desse patógeno nessa 

situação, ainda são inexplorados. 

1.4.2. A relação entre resposta ao estresse oxidativo e resistência a antifúngicos 

Mecanismos de defesa antioxidantes parecem estar associados com a resistência a 

agentes antifúngicos. Uma avaliação da diferença de expressão gênica de isolados de C. 

albicans sensível e resistente ao fluconazol demonstrou que, além dos genes conhecidamente 

relacionados com a resistência antifúngica, genes de resposta a estresse oxidativo 

apresentaram expressão aumentada no isolado resistente, como GPX1 que codifica para 

glutationa peroxidase (Rogers e Barker, 2002). Em um estudo similar, as alterações de 

expressão gênica de isolados de C. albicans que adquiriram gradualmente resistência ao 

fluconazol mostraram que alguns genes com expressão aumentada estão envolvidos na 

resposta a estresse oxidativo, sugerindo que uma reduzida suscetibilidade ao dano oxidativo 

pode contribuir para resistência aos azólicos como o fluconazol (Rogers e Barker, 2003). 

A sugestão da relação entre resposta a estresse oxidativo e resistência a antifúngico 

também existe para a levedura C. glabrata. A análise proteômica de um isolado de C. 

glabrata sensível e um resistente ao fluconazol mostrou que proteínas relacionadas à resposta 

ao estresse oxidativo são superexpressas no isolado resistente, como Yap1p, um fator de 

transcrição de genes de resposta ao estresse oxidativo (Rogers et al., 2006). Um estudo 

recente mostrou que o fluconazol gerou espécies reativas apenas em isolados de C. tropicalis 

sensíveis a esse antifúngico, e nos resistentes apenas quando o isolado era tratado com 

fluconazol e amiodarona sinergicamente (Da Silva et al., 2013), sugerindo algum mecanismo 

de proteção antioxidante envolvido na resistência dessa levedura ao fluconazol. 

Diante disso, há algumas evidências de que a resistência antifúngica poderia estar 

relacionada à resposta ao estresse oxidativo e ao menor dano oxidativo nas leveduras, assim 

como a geração de espécies reativas fazendo parte do mecanismo de ação dos antifúngicos. 

Entretanto, como citado acima, são escassas as pesquisas sobre a relação entre a resistência e 

suscetibilidade de C. glabrata ao fluconazol e a resposta antioxidante dessa levedura. 
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2. OBJETIVOS 

Frente à importância do estudo do patógeno C. glabrata e a possível relação entre a 

resposta ao estresse oxidativo, a geração de espécies reativas pelo fluconazol e a resistência ao 

fluconazol, este estudo tem como objetivo geral analisar a resposta antioxidante de isolados 

clínicos de C. glabrata sensíveis e resistentes ao fluconazol, tratados e não tratados com 

fluconazol em concentração subinibitória, assim como investigar possível dano oxidativo 

causado por este antifúngico. 

2.1.     Objetivos específicos 

Nos isolados de C. glabrata sensíveis e resistentes ao fluconazol tratados e não 

tratados com fluconazol em concentração subinibitória até fase de crescimento estacionário, 

quantificar e comparar: 

 A produção de espécies reativas através de microscopia eletrônica confocal 

utilizando DCFH-DA como sonda fluorescente; 

 A atividade das enzimas antioxidantes GPx, SOD, GST e do consumo de 

peróxido de hidrogênio, assim como a defesa antioxidante não enzimática 

GSH; 

 Os níveis de MDA, carbonilação de proteínas e 8OxodG como indicadores de 

dano oxidativo em lipídeos, proteínas e ácidos nucleicos, respectivamente; 

 Os níveis de NO2 e NO3 como medida indireta de NO·. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS, RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Artigo científico a ser submetido para a revista Journal of Antimicrobial Chemotherapy. 
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Synopsis  

Objectives: The participation of reactive oxygen species (ROS) in azoles antifungal 

mechanism of action has been suggested, as well as the relation between antifungal resistance 

and oxidative stress response; however, the data are still inconclusive and differ between 

microorganisms. In the present study, we present the results of ROS generation by 

fluconazole in fluconazole-susceptible and resistant C. glabrata strains and their oxidative 

response. 

Methods: In fluconazole-susceptible and resistant C. glabrata strains treated or not 

with fluconazole at sub-inhibitory concentration until stationary growth phase was reached, 

we analyzed whether fluconazole would generate ROS. Subsequently, we analyzed the 

antioxidant defenses GPx, SOD, GST, consumption of hydrogen peroxide and total 

glutathione in the strains, as well as the possible oxidative damage in lipids, proteins and 

nucleic acids caused by fluconazole. 

Results: Data showed that in resistant and susceptible C. glabrata strains treated with 

fluconazole there was increased ROS generation, and as a response, a higher GPx and SOD 

enzymatic activity compared to untreated cells; however there was no difference among 

resistant and susceptible strains in these parameters. The susceptible strains demonstrated 

higher GST activity compared to the resistant ones, and when those cells were treated with 

fluconazole the GST activity decreased. Fluconazole did not cause proteins and lipids 

oxidative damage, however oxidative DNA damage was observed.  

Conclusions: Fluconazole is able to generate ROS, as organic peroxides and O2
•-
, in 

fluconazole-susceptible and resistant C. glabrata strains at stationary growth phase and this 

results in oxidative DNA damage. 
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Introduction 

Since the early 1980s, fungi have emerged as major causes of human infections, 

particularly in immunocompromised and hospitalized patients with serious underlying 

diseases.
1
 Of the fungi regarded as human pathogens, Candida spp. have been described as 

medically important fungi that cause severe mucosal and life-threatening invasive infections.
2
 

A prospective study in care hospitals in Brazil from 2003 to 2004 shows a high incidence of 

candidemia with a significant rate of morbidity and mortality, being C. glabrata accountable 

for 5% of the cases. 
3
 In Europe, C. glabrata, responsible for 14% of bloodstream infections, 

is the second most reported species, except in Italy and Spain, where it is the third and fourth, 

respectively.
4
 In southern Brazil, a study in a university hospital demonstrated that C. 

glabrata candidemia was 3-fold greater during 2005–2007 compared to 1995–2003.
5
 And a 

similar study in southern Brazil from 2006 to 2007, revealed an increase in the incidence of C. 

glabrata candidemias in private hospitals, possibly related to a high level of fluconazole use.
6
  

These epidemiological studies reveal C. glabrata as an important emerging pathogen 

in nosocomial infections and, due the widely use of fluconazole in clinic, infections caused by 

fluconazole-resistant C. glabrata strains have been rising. C. glabrata shows intrinsic and 

extrinsic fluconazole resistance and studies demonstrated that infections are usual in HIV 

patients.
7, 8,9

 The main mechanisms of fluconazole resistance among Candida species, 

including C. glabrata, are the development of bypass pathways, alterations in the ERG 11 

gene encoding the azole target enzyme and the up-regulation of genes encoding efflux 

pumps.
10

 Although those mechanisms of fluconazole resistance are the most acceptable, there 

are some evidences about a relation of product of genes involved in oxidative stress response 

and fluconazole resistance.
11,12
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Fluconazole is a widely employed antifungal drug due to its metabolic stability, 

relatively high water solubility and good tolerability.
13

 It inhibits the biosynthesis of 

ergosterol by interfering with the fungal lanosterol demethylase. A key function of this 

enzyme is to convert lanosterol to ergosterol and this inhibition causes depletion of sterol in 

the fungal cell membrane.
14

 In the last years some studies have proposed the participation of 

reactive oxygen species (ROS) in azoles antifungal mechanism of action.
15,16,17,18,19

 However, 

this additional antifungal mechanism is not fully understood and the generation of reactive 

species by azoles, mainly fluconazole still needs to be investigated.  

During the course of a systemic infection, fungal cells are engulfed by host 

phagocytes, where they are exposed to reactive species. Therefore, commensal and 

pathogenic microbial fungal organisms like Candida spp. carry a number of antioxidant 

systems, such as catalases, superoxide dismutases, thioredoxins and glutathione dependent 

peroxidases and reductases to counteract the broad spectrum of reactive oxidants during the 

infection.
20

 In a recent study, C. glabrata appeared to be resistant to reactive species and to 

possess a potent antioxidant system which protects the fungal cell against endogenous and 

exogenous ROS.
21

 However, the antioxidant response of C. glabrata against ROS generation 

by fluconazole remains poorly explored as well as the possible oxidative damage caused by 

this antifungal in this species. 

The elucidation of oxidative stress response in pathogenic fungi has considerable 

clinical interest. The understanding of the possible association among antifungal mechanism 

of action, antifungal resistance and oxidative stress response is important for future 

identification of new targets for new antifungal agents, culminating in a rational development 

of antifungal drugs. In this report, to better understand the relation between oxidative stress 

response, ROS generation by fluconazole and fluconazole resistance in C. glabrata, we 
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analyzed whether fluconazole generates ROS in C. glabrata and evaluated the antioxidant 

defenses of fluconazole-susceptible and resistant C. glabrata strains treated or not with 

fluconazole. We also asked whether fluconazole at sub-inhibitory concentration causes 

oxidative damage in proteins, lipids and nucleic acid in these strains.  

Methods 

Yeast strains, culture growth and cell extract preparation 

In this study, two groups of C. glabrata clinical strains obtained from HIV patients 

with oropharyngeal candidiasis from University Hospital of Santa Maria were assessed. The 

strains are part of the fungi collection of Mycological Research Laboratory, Federal 

University of Santa Maria, Rio Grande do Sul, Brazil and were identified by BioMerieux ID 

32C yeast identification system. One group consists of eight fluconazole-susceptible clinical 

strains, and the other group, derived from the first through the technique of fluconazole 

resistance induction,
22

 consists of eight fluconazole-resistant strains. To evaluate the relation 

between fluconazole and oxidative stress, these two groups were grown in presence of 

fluconazole (Sigma-Aldrich) at sub-inhibitory concentration according to their MIC, and also 

without this antifungal, totaling four groups of eight samples each.  

The strains were subcultured on sabouraud agar and incubated for 24h at 32°C. 

Following, they were inoculated into sabouraud broth without fluconazole and with 

fluconazole at sub-inhibitory concentration according to their Minimal Inhibitory Concentra-

tion (MIC) (Table 1) and grown in orbital shaker at 32°C and 200 rpm until stationary phase 

was reached (24 hours growth).  

Cells were transferred to Sorvall tubes and subjected to two steps of washing with 

0.9% NaCl and centrifugation (10 min at 1,600g at 4°C). After the second centrifugation, 
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0.9% NaCl was discarded and lysis buffer (50 mmol/L Basic Tris; 150 mmol/L NaCl; 50 

mmol/L EDTA; pH 7.2), 0.1 mmol/L PMSF and glass beads (425-600μm diameter, Sigma) 

were added to the cells and mixed on a vortex mixer using 4 cycles of 3 min with intervals of 

1 min of cooling on ice. A last centrifugation step (10 min at 8,000g at 4°C) was performed to 

remove cellular debris and beads. The supernatant was the cellular extract used for assays. 

Total protein concentration was measured using the Bradford method.
23

 

Measurement of ROS generation 

To measure ROS generation in sabouraud broth culture in stationary growth phase 

(described above), cells were harvested, washed with distilled water and incubated with 

10μmol/L 2’,7’-dichlorofluorescein diacetate (DCFH-DA, Sigma-Aldrich) in 0.9% NaCl for 

30 min at 37°C in the dark. After, cells were transferred to glass slides for analysis of 

intracellular fluorescence by Confocal Laser Scanning Microscopy (Olympus FluoView™ 

1000) (CLSM) equipped with 40x objective at Electron Microscopy Center of the Federal 

University of Rio Grande do Sul (CME-UFRGS). Cells images were processed by Olympus 

FluoView ver.4.0a Viewer software, the fluorescence intensity of a hundred cells was 

measured in 2D by ImageJ software and calculated considering the cell area and the 

background. Values are expressed as Corrected Total Cell Fluorescence (CTCF). 

Activity of antioxidant enzymes 

Glutathione peroxidase (GPx) activity was evaluated in the cellular extract by 

measuring the oxidation of NADPH in the presence of GSH, glutathione reductase and tert-

butyl hydroperoxide at 340nm.
24

 It is expressed as U/mg of protein and 1U is defined as the 

ability of the enzyme to oxidize 1 μmol of NADPH/min. 
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Superoxide dismutase (SOD) activity was measured in the cellular extract by 

commercial kit RANSOD (RANSOD SD 125 ® Randox Laboratories, Crumlin, UK) 

according to the protocol provided by the manufacturer. The assay principle is based on the 

reaction of xanthine and xanthine oxidase to form superoxide radicals that react with 2-(4-

iodo-phenyl)-3-(4-feniltetrazólico-5-nitrophenol) chloride (INT) to form formazan, a red 

compound measured at 505nm on a spectrophotometer. SOD activity is measured by the 

degree of inhibition of this reaction, where 1U of SOD causes 50% inhibition of the rate of 

reduction of INT and is expressed as U/mg of protein. 

The assay of glutathione-S-transferase (GST) activity was based on the formation of 

S-(2,4-dinitrophenyl)-glutathione (GS-DNB) by GST enzymatic activity through GSH and 1-

chloro-2,4-dinitrobenzene (CDNB) conjugation,
25

 and it was measured in the cellular extract. 

The absorbance of the compound formed was measured on a spectrophotometer at 340 nm. 

GST activity is expressed as U/mg of protein and 1U is defined as the ability of the enzyme to 

produce 1μmol of GS-DNB/min. 

The consumption of hydrogen peroxide (H2O2) was evaluated in the cellular extract by 

spectrophotometric assay at 240 nm.
26

 Activity is expressed as U/mg of protein and 1U is 

defined as the ability to consume 1 μmol of hydrogen peroxide/min. 

Quantification of antioxidant molecule 

The assay for quantification of total glutathione, a non-enzymatic antioxidant defense, 

was performed in the cellular extract on a spectrophotometer by measuring the formation of 

p-nitrophenol from the reduction of 5,5-dithiobis(2-nitrobenzoic acid) (DTNB) at 412nm. 

This reduction occurs when NADPH, cofactor for glutathione reductase, is oxidized.
27

 

Glutathione levels were compared with reduced glutathione standard solutions and are 

expressed as μmol/mg of protein.  
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Quantification of oxidative damage 

The quantification of malondialdehyde (MDA) allows us to evaluate the index of 

oxidative damage in lipids, or lipoperoxidation, and it was performed by High Performance 

Liquid Chromatography (HPLC). The column employed was a reversed-phase column 

(SUPELCOSIL™ LC-18-DB HPLC column; 15 cm × 4.6 mm, 5 μm), using a mobile phase 

flow rate of 0.5 mL/min in 30 mmol/L monobasic potassium phosphate (pH 3.6) and 

methanol (9:1, v/v).
28

 The absorbance of the column effluent was monitored at 254 nm and 

the MDA retention time was 5.6 min. The cellular extract was acidified for protein 

precipitation and removal of MDA that might be linked to the amino group of proteins and 

other compounds. MDA levels were determined by comparison with MDA standard solutions 

(Sigma-Aldrich) and the results are expressed as μmol of MDA/mg of protein. 

Oxidative damage in proteins was assessed on a spectrophotometer by measuring the 

protein carbonylation in the cellular extract. Proteins were precipitated with 2 mol/L HCl, 

reacted with 10 mmol/L dinitrophenylhydrazine (DNPH) and were dissolved with 6 mol/L 

guanidine hydrochloride.
29

 The carbonyl content was calculated using a millimolar extinction 

coefficient of hydrazone (21,000 M
-1

cm
-1

). The absorbance was measured at 370nm and the 

results are expressed as nmol of carbonyl/mg of protein. 

The indirect method of measuring nitric oxide on spectrophotometer is performed by 

determining the levels of nitrites and nitrates (NO2 and NO3) in cellular extract. NO2 and NO3 

react with Griess solution to form a compound whose color is read at 543nm.
30

 NO2 and NO3 

levels were standardized by sodium nitrite and are expressed as nmol of NO2/mg of protein. 

To determine oxidative damage in DNA, we quantified 8-oxo-7,8-dihydro-2’-

deoxyguanosine (8-OxodG) by High Performance Liquid Chromatography with 

Electrochemical Detection (HPLC-ECD). The column employed was a reversed-phase 
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column (LC-18 NUCLEOSIL HPLC column; 15 cm × 4.6 mm, 5 μm), using a mobile phase 

flow rate of 0.5 mL/min in 50 mmol/L monobasic potassium phosphate (pH 5.5) and 4% 

methanol. An UV detector at 254nm was used to detect deoxyguanosine and an 

electrochemical detector (DECADE II, 20ηV) was used to detect 8-OxodG. Briefly, from 

sabouraud broth culture in stationary growth phase (described above), DNA was extracted 

using 10mg/mL Lysing Enzymes from Trichoderma harzianum (Sigma-Aldrich) and the 

commercial kit Genomic DNA Extraction Kit-Real Biotec Group. After, DNA was quantified 

by Nanodrop, cleaved with Nuclease P1 from Penicillium citrinum (Sigma-Aldrich) and 

hydrolyzed with Alkaline phosphatase from bovine intestinal mucosa (Sigma-Aldrich) to 

liberate de corresponding nucleosides. 8-OxodG and deoxyguanosine retention time was 5.1 

and 11.5 min, respectively. Measurement of 8-OxodG is expressed as amount of 8-OxodG 

/10
6
 deoxyguanosines calculated from 8-Oxo-7,8-dihydro-2’-deoxyguanosine (Sigma-

Aldrich) and 2′-Deoxyguanosine hydrate (Sigma-Aldrich) standard solutions. 

The results from the assays were normalized against the total protein concentration. 

All assays were independently performed in triplicate. 

Statistical analysis 

Results were analyzed using SPSS 18.0 statistical software and are expressed as mean 

± standard error. To compare variables between groups, a two-way ANOVA was performed 

followed by Bonferroni’s post hoc test. Values of p≤0.05 were considered statistically 

significant. Statistical analysis was accomplished with the support of the Statistical Nucleus 

of the Federal University of Rio Grande do Sul (NAE-UFRGS). 

Results 

Increased ROS generation in C. glabrata treated with fluconazole  
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To analyze ROS generation in C. glabrata strains, cells were incubated with 10μmol/L 

DCFH-DA in 0.9% NaCl for 30 min at 37°C in the dark. DCFH-DA is a nonpolar substance 

and readily diffuses into cells, where it is hydrolyzed by intracellular esterases to the 

profluorescent polar derivative, DCFH, which accumulates within the cell. In the presence of 

ROS, DCFH is oxidized to the highly fluorescent DCF,
31

 so fluorescent cells can be analyzed 

by CLSM.  

The CLSM analysis demonstrated a significant increase (p≤0.05) of fluorescence in 

fluconazole-susceptible and resistant C. glabrata strains treated with fluconazole at sub-

inhibitory concentration compared to the strains without treatment, suggesting that 

fluconazole induced ROS generation in the tested conditions. There was no statistical 

difference in intracellular reactive species generation between susceptible and resistant cells 

(Figure 1a and 1b).  

The effect of fluconazole on the antioxidant response of fluconazole–susceptible and 

resistant C. glabrata strains 

To determine whether treatment with fluconazole at sub-inhibitory concentration 

influences the antioxidant response of susceptible and resistant C. glabrata strains in 

stationary growth phase, the enzymatic activity of GPx, SOD and GST, the consumption of 

H2O2 and the quantification of total glutathione were assessed.  

The results showed a higher (p≤0.05) enzymatic activity of GPx and SOD in 

fluconazole-susceptible and resistant C. glabrata strains treated with fluconazole when 

compared to the same strains without treatment. There was no statistical difference in GPx 

and SOD enzymatic activity between susceptible and resistant cells (Figure 2a and b). GST 

enzymatic activity was higher (p≤0.05) in fluconazole-susceptible C. glabrata strains without 
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fluconazole treatment when compared to the same strains treated with the antifungal and to 

the resistant strains (Figure 2c). 

The quantification of total glutathione, a non-enzymatic antioxidant defense, and the 

consumption of H2O2 showed no statistical difference among the four groups (Table 2). We 

use this general term, consumption of H2O2, because C. glabrata makes use of more than one 

mechanism that detoxifies this reactive species, such as a single catalase Cta1p 
32

 and 

peroxiredoxins enzymatic family, therefore, the test is not specific for any of them.  

Treatment with fluconazole did not induce oxidative damage in lipids and proteins 

and did not alter NO2 and NO3 levels in fluconazole-susceptible and resistant C. glabrata 

strains 

As an index of oxidative damage in lipids and proteins, we quantified MDA and 

carbonyl levels, respectively, in cellular extract of our four groups. Statistical analysis showed 

no difference among them, suggesting that treatment with fluconazole did not induce 

oxidative damage in these macromolecules under the tested conditions (Table 2).  

The quantification of NO2 and NO3 levels is an indirect measurement of nitric oxide in 

cellular extract. Our results showed no statistical difference between NO2 and NO3 levels 

among the studied groups (Table 2). 

Fluconazole induced oxidative DNA damage and this damage differed between 

fluconazole-susceptible and resistant C. glabrata strains  

Oxidative stress accelerates DNA damage, which may be measured as strand breakage 

and/or chemical modifications to the DNA bases or deoxyriboses.
33

 The modified base 8-

OxodG is considered to be one of the oxidative DNA products induced by ROS which can be 

easily measured by HPLC and electrochemical detection.
34
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In our results, as shown in Figure 3, the endogenous levels of 8-OxodG in the DNA of 

fluconazole-susceptible and resistant C. glabrata strains treated with fluconazole at sub-

inhibitory concentration were significantly higher (p≤0.05) than these same strains without 

the treatment, indicating oxidative DNA damage caused by fluconazole. Furthermore, there is 

a significantly higher (p≤0.05) level of 8-OxodG in fluconazole-resistant C. glabrata strains 

treated with fluconazole compared to fluconazole-susceptible strains treated with this 

antifungal (Figure 3). 

Discussion  

The antioxidant defenses of C. glabrata against various generators of oxidative stress 

have been studied.
20,35,36

 However, antioxidant response and oxidative damage caused by 

fluconazole in this yeast remains poorly explored. The present study shows that fluconazol 

induces ROS generation in C. glabrata and also demonstrates the oxidative stress response 

enzymes whose activities are increased when the cells of both fluconazole-susceptible and 

resistant C. glabrata strains are treated with fluconazole at a sub-inhibitory concentration until 

stationary growth phase is reached. Furthermore, the oxidative DNA damage in this 

pathogenic yeast under the same conditions mentioned is identified.  

The results of CLSM with DCFH-DA showed a notable ROS generation by 

fluconazole in C. glabrata in the tested conditions (Figure 1a and b). In a recent study, it was 

shown that fluconazole also generated ROS in fluconazole-susceptible Candida tropicalis 

strains 
19

 as well as in Candida albicans,
15

 however, studies with Candida krusei 37 and 

Cryptococcus gattii 18
 showed no increase in the intracellular amount of ROS when the cells 

were treated with fluconazole. This generation appears to be, among other things, species-

dependent, which is comprehensible, since microorganisms differ in their sensitivity and 

response to oxidative stress.
38

 Moreover, our data showed that fluconazole resistance or 
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susceptibility in C. glabrata did not affect the ROS generation by fluconazole (Figure 1a), 

unlike C. tropicalis, in which fluconazole, when compared to untreated cells, generated 

reactive species only in susceptible strains.
19

 

With the evidence of ROS generation by fluconazole in C. glabrata it was decided to 

evaluate the antioxidant response of fluconazole-susceptible and resistant C. glabrata strains 

treated or not with this antifungal. Cells treated with fluconazole showed increase in GPx and 

SOD enzymatic activity compared to untreated cells, however there was no difference 

between these increases in susceptible and resistant strains (Figure 2a and b). GPx enzymatic 

family removes H2O2 and organic peroxides by coupling their reduction to H2O with 

oxidation of reduced glutathione, GSH, a thiol-containing tripeptide.
33

 C. glabrata possesses 

one GPX2 and two GPX3 antioxidant genes, with cytoplasmic and mitochondrial 

localizations.
35

 The SOD enzymes are highly efficient in catalytic removal of O2
•-
, reducing it 

to H2O2 and also oxidizing it to O2.
33

 C. glabrata has SOD1 and SOD2 genes with 

cytoplasmic, mitochondrial and, possibly, peroxisomal localizations.
35

 Considering such 

information, it could be proposed that fluconazole is able to generate organic peroxides and 

O2
•-
 as part of its antifungal mechanism against C. glabrata, resulting in the increased GPx 

and SOD enzymatic activity as an antioxidant response of the yeast. The way by which these 

generations of organic peroxides and O2
•-
 occur in C. glabrata still needs to be elucidated. On 

the other hand, fluconazole, under similar conditions, did not increase SOD activity in C. 

gattii;
18

 the authors suggest that this occurs because fluconazole did not generate reactive 

species in C. gattii and is only responsible for the decrease in ergosterol biosynthesis. 

Recently, it was proposed that C. glabrata has one GST enzyme orthologous to GTT3 

S. cerevisiae gene.
35

 GSTs conjugate xenobiotics and products of oxidative stress or their 

metabolites to GSH, followed by elimination of the conjugates or their internalization in cell 



42 
 

compartments such as vacuoles.
39

 A study with the fission yeast Schizosaccharomyces pombe 

revealed that GST mutants showed increased susceptibility to fluconazole and the authors 

proposed a role for GSTs in the resistance of this yeast to fluconazole.
40

 In this study, it was 

observed that fluconazole-susceptible C. glabrata strains at stationary phase presented higher 

GST enzymatic activity compared to resistant strains and also that this activity decreased 

when the susceptible cells were treated with fluconazole at sub-inhibitory concentration 

(Figure 1c). It could be proposed that susceptible cells lose part of theirs GST activity, do not 

externalize the antifungal and become susceptible to it. However, more depth studies need to 

be performed to verify the GST role in C. glabrata and it activity against fluconazole. 

The H2O2 consumption assay showed the enzymatic activity of catalases, peroxidases 

and peroxiredoxins. Catalases are well-conserved detoxifying enzymes catalyzing the 

conversion of H2O2 to H2O and molecular oxygen, and in C. glabrata they are encoded by a 

single gene, CTA1.
35,32

 The data of H2O2 consumption showed no statistical difference 

between the four groups, as well as the levels of total glutathione, evidencing no role of these 

antioxidants against the oxidative stress generated by fluconazole under the conditions tested.  

Oxidative damage is the biomolecular damage caused by the attack of ROS upon the 

constituents of living organisms.
33

 It was asked whether fluconazole at sub-inhibitory 

concentration causes oxidative damage in lipids, proteins and nucleic acid in this yeast 

quantifying MDA, carbonyl and 8-OxodG levels. MDA is an end-product of lipoperoxidation 

and our data showed no statistical difference between C. glabrata strains treated or not with 

fluconazole, revealing that despite fluconazole generated ROS there was no lipid oxidative 

damage (Table 2). A recent study showed that fluconazole also did not induce 

lipoperoxidation in C. gattii after 1 hour and 24 hours of treatment,
18

 corroborating these 

finds. Several reactive species oxidize amino acid residues in proteins to form products with 
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carbonyl group, which can be measured after reaction with DNPH.
33

 The results showed that 

fluconazole did not induce oxidative damage in proteins under the tested conditions (Table 2). 

The high GPx and SOD activity observed in cells treated with fluconazole (Figure 2a and b) 

could be protecting the cell against lipid and protein oxidation, once these enzymes neutralize 

reactive species. NO· is a reactive species that can cross membranes and diffuses readily 

between and within cells.
33

 It content was measured indirectly quantifying NO2 and NO3 in 

the four groups and the results showed no statistical difference between them (Table 2).   

The levels of 8-OxodG were also quantified and data showed that, in some way, the 

ROS generation as part of fluconazole antifungal mechanism of action can cause oxidative 

DNA damage in C. glabrata (Figure 3). Moreover, the oxidative DNA damage was higher in 

fluconazole-resistant strains compared to fluconazole-susceptible when they were treated with 

this antifungal at sub-inhibitory concentration (Figure 3). It is proposed that fluconazole 

generated O2
•-
 and organic peroxides in C. glabrata and although these reactive species do not 

react at significant rates with DNA bases, they can react with radicals formed after the DNA 

has been attacked by more aggressive reactive species such as hydroxyl radical (OH·). 

Furthermore, O2
•-
 can accelerate OH· production by the so-called superoxide-assisted Fenton 

reaction.
33

 A recent study showed, through the modified alkaline version of the comet assay, 

that fluconazole induced oxidative DNA damage in C. tropicalis after 24 hours exposure,
19

 

reinforcing our finds. To our knowledge, the present study is the first to used HPLC-ECD 

technique to evaluate oxidative DNA damage in C. glabrata. Regarding the fact that 

fluconazole induced higher oxidative DNA damage in fluconazole-resistant strains compared 

to fluconazole-susceptible (Figure 3), it could be thought that this occurs because a higher 

concentration of fluconazole was added in resistant strains to the cells grow at sub-inhibitory 

concentration (Table 1). The amounts of endogenous 8-OxodG levels in untreated strains 
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indicates that a certain level of oxidative damage in yeast cells can be caused by normal 

metabolism.
34

 

The relative susceptibility of fungi to reactive oxygen and nitrogen species depends on 

the microbe.
38

 This explanation could be taken to the different responses observed in fungi 

when they are exposed to generators of reactive species, such as fluconazole, once this 

antifungal generates ROS only in some yeasts.
15,19

 Data demonstrated that fluconazole 

generates ROS in C. glabrata at stationary growth phase and this generation could be part of 

its antifungal mechanism, including the generation of organic peroxides and O2
•-
. The role of 

the GST enzyme in resistance or susceptibility of C. glabrata to fluconazole should be 

investigated because this enzyme could be an important key on fluconazole resistance. More 

studies involving this pathogenic yeast and the widely use of the antifungal fluconazole need 

to be done, once yeast cells in exponential or stationary phase respond differently to oxidative 

stress 
32,41

 and fluconazole could also induce oxidative and nitrosative stress in a time- and 

dose-dependent manner 
36

 in C. glabrata. The importance of our data is on a better knowledge 

of the antioxidant response of the emergent yeast C. glabrata against fluconazole and also on 

the contribution to the understanding about the recent discovery of an additional antifungal 

mechanism shown by this azole. 
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Figure 1.  ROS generation induced by treatment with fluconazol (Flc) at sub-inhibitory 

concentration in fluconazole-susceptible (FS) and resistant (FR) C. glabrata strains in 

stationary growth phase. Cells were untreated and treated with the antifungal. Cells were 

prepared and analyzed according to Materials and methods. (a) Corrected Total Cell 

Fluorescence. The values reported are mean ± standard error. * Statistically significant 

difference (p≤0.05). (b) Representative images from CLSM of our four study groups, Right: 

cells labeled with DCFH-DA; Left: differential interference contrast (DIC).  
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Figure 2. GPx (a), SOD (b) and GST (c) enzymatic activity of fluconazole-susceptible (FS) 

and resistant (FR) C. glabrata strains untreated and treated with fluconazol (Flc) at sub-

inhibitory concentration. Cells were prepared and analyzed according to Materials and 

methods. The values reported are mean ± standard error. * Statistically significant difference 

(p≤0.05). 
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Figure 3. Endogenous levels of 8-OxodG in DNA of fluconazole-susceptible (FS) and 

resistant (FR) C. glabrata strains untreated and treated with fluconazole (Flc) at sub-

inhibitory concentration. Cells were prepared and analyzed according to Materials and 

methods. The values reported are mean ± standard error. * Statistically significant difference 

(p≤0.05). 
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Table 1.  Fluconazole MIC and sub-inhibitory concentration of each fluconazole-susceptible 

and fluconazole-resistant Candida glabrata strains grown for oxidative stress assays. 

Candida glabrata 

strains
 

Fluconazole MIC
a  

(n) Sub-inhibitory concentration of fluconazole for growth 

FS 

2mg/L (n=5) 1mg/L 

4mg/L (n=3) 2mg/L 

FR 

128mg/L (n=4) 64mg/L 

256mg/L (n=4) 128mg/L 

                             FS, Fluconazole-susceptible; FR, Fluconazole-resistant; MIC, Minimal Inhibitory Concentration. 

                                              a
 = MIC is expressed as mg/L, n = number of strains.  
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Table 2. Oxidative stress assays without statistically significant difference in two-way 

ANOVA among fluconazole-susceptible (FS) and resistant (FR) C. glabrata strains untreated 

and treated with fluconazole (Flc) at sub-inhibitory concentration. 

                          Candida glabrata strains 

Assays FS FS+Flc FR FR+Flc 

 

MDA
 

(umol/mg prot) 

 

Protein Carbonylation 

(nmol/mg prot) 

 

NO2/NO3 

(nmol/mg prot) 

 

Total glutathione 

(μmol/mg prot) 

 

Consumption of H2O2
 

(U/mg prot) 

 

0.33 (±0.13) 

 

 

0.07 (±0.008) 

 

 

20.11 (±2.47) 

 

 

30.47 (±6.068) 

 

 

5835 (±750.24) 

 

 

0.29 (±0.05) 

 

 

0.08 (±0.02) 

 

 

17.92 (±2.27) 

 

 

41.61 (±13.72) 

 

 

7222 (±1536.54) 

 

0.22 (±0.07) 

 

 

0.06 (±0.01) 

 

 

12.76 (±1.83) 

 

 

50.14 (±9.36) 

 

 

5843 (±788.07) 

 

0.21 (±0.06) 

 

 

0.07 (±0.01) 

 

 

23.48 (±6.04) 

 

 

46.22 (±16.39) 

 

 

7269 (±1575.08) 

             MDA, malondialdehyde; NO2/NO3, nitrates and nitrites; H2O2, hydrogen peroxide. 

            The values are mean ± standard error. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS SUPLEMENTAR 

Foi realizada a curva de crescimento de cada isolado de C. glabrata utilizado neste 

estudo para verificar se os perfis de crescimento são semelhantes e, posteriormente, identificar 

o tempo necessário de crescimento para que todos atinjam a fase estacionária.  

Para isso, a partir de uma cultura de 24h de crescimento, um inóculo foi adicionado 

em erlenmeyer contendo 30mL de caldo sabouraud e a densidade ótica (DO) ajustada para 

0,08 em espectrofotômetro utilizando o comprimento de onda de 640nm. Esse repique foi 

incubado em shaker a 250rpm a 32°C por 48h. Nas seis primeiras horas de incubação a 

avaliação da DO foi realizada a cada meia hora e nas 42h seguintes, a cada 12h. Diluições 

necessárias foram feitas para que a DO se ajustasse para leitura em espectrofotômetro durante 

a realização da curva, assim como a utilização de um branco contendo apenas o meio de 

cultura. 
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5. RESULTADO SUPLEMENTAR 

A partir da curva de crescimento de cada um dos isolados de C. glabrata, foi possível 

verificar que todos os isolados apresentam perfis de crescimento semelhantes e que o tempo 

necessário para que todos atinjam fase estacionária é de 24h. 
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Figura 4: Curva de crescimento dos isolados de C. glabrata sensíveis (1, 2, 5, 6, 7, 15, 16 e 

20) e resistentes (1R, 2R, 5R, 6R, 7R, 15R, 16R e 20R) ao fluconazol utilizados neste estudo. 

A linha tracejada representa o crescimento em 24h. 
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6. DISCUSSÃO 

A resposta de C. glabrata ao estresse oxidativo tem sido analisada e comparada à 

resposta de outras espécies fúngicas. Esta levedura apresenta potente sistema antioxidante 

frente ao estresse oxidativo gerado, por exemplo, pela menadiona (Roetzer et al., 2011) e pelo 

peróxido de hidrogênio (Abegg et al., 2010) quando comparada às defesas antioxidantes de 

espécies como C. albicans e S. cerevisiae nessas condições. Além da geração de ERO por 

esses compostos, a suposição da geração de ERO como parte do mecanismo de ação dos 

antifúngicos azólicos tem sido feita frente à demonstração através de ensaios de fluorescência, 

superexpressão de genes de resposta a estresse oxidativo e ativação de enzimas antioxidantes 

quando as células fúngicas são expostas a esses agentes antifúngicos (Kobayashi, D. et al., 

2002; Arana, Nombela e Pla, 2010).  

A geração de ERO pelo fluconazol em C. glabrata é demonstrada nos resultados da 

microscopia eletrônica confocal utilizando a sonda fluorescente DCFH-DA. Os isolados de C. 

glabrata sensíveis e resistentes ao fluconazol tratados com fluconazol em concentração 

subinibitória até fase de crescimento estacionário apresentaram maior fluorescência 

comparados às mesmas células sem o tratamento (Figura 1a e b). Entretanto, não houve 

diferença estatística na fluorescência celular entre os isolados sensíveis e resistentes tratados 

com fluconazol, demonstrando que a geração de ERO independe da suscetibilidade do isolado 

ao antifúngico. Assim, esses resultados concordam com os que sugerem a participação de 

ERO no mecanismo de ação antifúngico do fluconazol em C. albicans  (Kobayashi, D. et al., 

2002) e S. cerevisiae (Thevissen et al., 2007). Por outro lado, a não geração de ERO pelo 

fluconazol em isolados de C. gattii em condições semelhantes as deste trabalho (Ferreira et 

al., 2013) e em C. krusei (Costa-De-Oliveira et al., 2012) leva a sugerir que esse mecanismo 

de ação adicional do fluconazol poderia ser espécie-dependente, uma vez que os trabalhos 

mostram que diferentes espécies respondem de maneira diferente. Além disso, a fase de 

crescimento do patógeno, assim como a concentração de fluconazol ao qual ele foi submetido 

poderia interferir nessa geração, pois dados recentes revelaram que a geração de ERO pelos 

azólicos, principalmente pelo fluconazol, seria dose-dependente (Arana, Nombela e Pla, 

2010).  

Diante da evidência de geração de ERO pelo fluconazol em C. glabrata, foi avaliado o 

sistema antioxidante de isolados dessa levedura na presença do antifúngico em concentração 

subinibitória de acordo com a CIM de cada isolado (Tabela 1), analisando se haveria 
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diferença na resposta ao estresse oxidativo entre os isolados sensíveis e resistentes. As 

enzimas antioxidantes SOD e GPx apresentaram aumento na sua atividade no extrato celular 

dos isolados tratados com fluconazol comparados aos não tratados, não havendo diferença na 

ativação enzimática entre os sensíveis e os resistentes (Figura 2a e b). Essas enzimas 

detoxificam espécies reativas que foram produzidas nas células tratadas com fluconazol 

resultando no aumento da atividade enzimática. A enzima SOD é responsável pela dismutação 

do O2
•-
, reduzindo-o à H2O2 ou oxidando-o à O2, já a GPx remove H2O2 e peróxidos orgânicos 

reduzindo-o através da oxidação da GSH (Halliwell e Gutteridge, 2007). Sabendo o substrato 

dessas enzimas antioxidantes, sugere-se que o fluconazol, nas condições testadas, gerou O2
•-
 e 

peróxidos nas células de C. glabrata como parte do seu mecanismo antifúngico. A levedura, 

na tentativa de se proteger de um possível dano oxidativo, aumenta a atividade das enzimas 

que detoxificam essas espécies.  

Considerando que neste estudo as defesas antioxidantes e os danos oxidativos de C. 

glabrata foram quantificados em fase de crescimento estacionário da levedura (24h de 

tratamento com fluconazol), sugere-se que num processo infeccioso no qual se submete o 

paciente ao tratamento por fluconazol, na fase mais avançada de tratamento esse patógeno já 

estaria respondendo à geração de ERO pelo antifúngico; neste caso geração de O2
•-
 e 

peróxidos.  Essa resposta através da ativação enzimática protegeria a célula de danos como 

lipoperoxidação, uma vez que os resultados da quantificação de MDA, um produto final de 

dano oxidativo em lipídeos, não demonstram diferença estatística entre o grupo tratado com 

fluconazol e o não tratado (Tabela 2). Em células de C. gattii tratadas 1h e 24h com 

fluconazol não foi evidenciada lipoperoxidação em ambos os tempos, uma vez que o 

antifúngico não gerou ERO nessa espécie, entretanto o azólico itraconazol gerou e os 

resultados evidenciam peroxidação lipídica apenas com 1h de tratamento; os autores propõem 

que o estresse oxidativo em C. gattii ocorreria mais significativamente no início do tratamento 

com itraconazol (Ferreira et al., 2013). 

A enzima antioxidante GST apresentou maior atividade nos isolados de C. glabrata 

sensíveis ao fluconazol comparada aos isolados resistentes e, além disso, nas células sensíveis 

tratadas com fluconazol foi observada uma diminuição da atividade da GST comparada com 

as sensíveis não tratadas (Figura 2c). C. glabrata possui o gene GTT3, que codifica para uma 

GST com localização citoplasmática (Petrova et al., 2013), essa enzima é responsável pela 

detoxificação de xenobióticos através da ligação deles à GSH e a subsequente eliminação do 
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conjugado ou internalização em vacúolos (Garcera, Casas e Herrero, 2010). A atividade da 

GST frente ao fluconazol na espécie C. glabrata ainda é inexplorada, assim como uma 

possível associação entre GST e resistência ao fluconazol nessa levedura. Observando os 

resultados e considerando a atividade da GST, pode-se sugerir que as células sensíveis quando 

tratadas com fluconazol perdem a atividade da GST e consequentemente ocorre diminuição 

da externalização do fluconazol, tornando a célula sensível ao antifúngico. Entretanto, mais 

ensaios envolvendo essa enzima são necessários para demonstrar claramente seu papel no 

estresse oxidativo gerado pelo fluconazol assim como na resposta antioxidante de C. glabrata. 

O H2O2 isolado é praticamente inócuo e pouco reativo, é um fraco agente redutor ou 

oxidante, porém pode se difundir facilmente através das membranas celulares, como a 

membrana nuclear, através de aquaporinas e outros mecanismos (Halliwell e Gutteridge, 

2007). O consumo de H2O2 é realizado por peroxirredoxinas, catalases e glutationa 

peroxidases, enzimas que, por diferentes reações químicas, detoxificam essa ERO não 

radicalar. No ensaio de consumo de H2O2 não houve diferença estatística entre os quatro 

grupos estudados (Tabela 2), denotando que não haveria relação entre essas enzimas 

detoxificadoras de H2O2 e a resistência ao fluconazol em C. glabrata nas condições testadas. 

Esse resultado corrobora com o fato de não haver diferença estatística na atividade da GPx 

entre isolados sensíveis e resistentes. Da mesma maneira, a defesa antioxidante não 

enzimática glutationa total não apresentou diferença estatística entre os grupos (Tabela 2). 

A medida indireta de NO
•
 através da quantificação de NO2 e NO3 não apresentou 

diferença estatística nos grupos estudados. Esse resultado sugere que o NO
•
 não apresentaria 

papel no mecanismo de ação do fluconazol em C. glabrata e na sua resistência a esse 

antifúngico nas condições testadas.  

Em adição aos ensaios de defesas antioxidantes, quantificou-se dano oxidativo em 

lipídeos, proteínas e ácidos nucleicos nos isolados de C. glabrata sensíveis e resistentes ao 

fluconazol com o intuito de analisar o possível dano oxidativo causado por esse antifúngico 

em concentração subinibitória. Os resultados da quantificação de MDA e grupamento 

carbonil, indicadores de dano oxidativo em lipídeos e proteínas respectivamente, demonstram 

que o fluconazol não induziu dano oxidativo nessas macromoléculas nas condições que foram 

testadas (Tabela 2), embora o antifúngico tenha gerado ERO (Figura 1a e b). Diante disso, 

conclui-se que o fluconazol não induziu a formação de peróxidos lipídicos e sim outros 

peróxidos orgânicos devido ao aumento da atividade da enzima GPx. Leveduras como C. 
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glabrata e também S. cerevisiae são mais resistentes ao estresse oxidativo, e 

consequentemente ao dano oxidativo, na fase de crescimento estacionário do que na fase 

exponencial (Jamieson, 1992; Brown, Haynes e Quinn, 2009), o que poderia justificar os 

resultados de MDA e carbonilação proteica encontrados neste trabalho. 

Entretanto, foi possível identificar dano oxidativo no DNA dos isolados de C. glabrata 

tratados com fluconazol. Na figura 3 observa-se que a quantificação de 8-OxodG demonstrou-

se maior nos isolados tratados com fluconazol e, além disso, os isolados resistentes 

apresentaram níveis mais elevados de 8-OxodG comparado aos níveis dos sensíveis (ambos 

tratados com fluconazol). Baseados na ativação enzimática da SOD e da GPx, é sugerido a 

geração de O2
•-
 e peróxidos nas células de C. glabrata tratadas com fluconazol, entretanto 

essas ERO não reagem de modo significativo com bases do DNA (Halliwell e Gutteridge, 

2007; Cadet et al., 2012). Espera-se que a reação da maioria dos radicais dos peróxidos 

orgânicos com o DNA seja mínima, uma vez que apresentam moderada reatividade 

comparados com 
•
OH. Esse radical, por sua vez, apresenta alta reatividade com bases do 

DNA, seja pela sua adição à dupla ligação da posição C5 e C6 de bases pirimidínicas ou C8 

de bases purínicas ou pela subtração de um hidrogênio do grupo metil da timina, do grupo 2-

amino da guanina e 2-desoxirribose (Cadet et al., 2012). O O2
•-
 pode acelerar a produção de 

•
OH pela chamada reação de Fenton assistida por O2

•-
 (Halliwell e Gutteridge, 2007), sendo 

essa um possível via de geração de 
•
OH que resultaria em dano oxidativo no DNA dos 

isolados de C. glabrata tratados com fluconazol. Mas é necessário observar que se o 
•
OH está 

atacando o DNA, ele deve ser produzido nas suas proximidades, uma vez que 
•
OH é muito 

reativo para difundir de outro local de formação (Halliwell e Gutteridge, 2007). 

Um estudo recente mostrou, através da versão alcalina do ensaio cometa, que o 

fluconazol induziu dano oxidativo no DNA de C. tropicalis em condições semelhantes (Da 

Silva et al., 2013), corroborando com os resultados deste trabalho. Até o momento, o presente 

estudo é o primeiro a utilizar HPLC-ECD para avaliar dano oxidativo no DNA de C. 

glabrata. Com relação ao maior dano oxidativo no DNA dos isolados resistentes ao 

fluconazol tratados com o antifúngico comparados aos isolados sensíveis tratados (Figura 3), 

sugere-se que isso ocorre devido à maior concentração de fluconazol no qual os isolados 

resistentes foram submetidos até atingirem fase estacionária (Tabela 1), já que os ensaios das 

defesas antioxidantes não apresentam diferença entre os isolados sensíveis e resistentes. Os 

valores de 8-OxodG nos isolados não tratados com fluconazol indica que certo nível de dano 
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oxidativo no DNA das leveduras pode ser causado pelo metabolismo normal (Lee e Park, 

1998).   

A suscetibilidade dos fungos à ERO e ERN depende do micro-organismo (Missall, 

Lodge e Mcewen, 2004). Essa informação poderia explicar as diferentes respostas observadas 

nos fungos quando são expostos a agentes geradores de espécies reativas, como supostamente 

seria o fluconazol, uma vez que esse antifúngico gera ERO apenas em algumas espécies de 

leveduras (Kobayashi, D. et al., 2002; Da Silva et al., 2013). Com relação à resistência a 

antifúngicos estar associada, entre outras coisas, à melhor resposta ao estresse oxidativo e ao 

menor dano oxidativo (Rogers e Barker, 2002), os resultados mostram que em C. glabrata na 

fase de crescimento estacionário isso não foi totalmente observado, considerando que enzimas 

antioxidantes como SOD, GPx, o consumo de H2O2 realizado por enzimas como catalase, 

Prxs e peroxidases, não apresentaram maior atividade nos isolados resistentes e nem menor 

atividade nos sensíveis. Deve-se aqui levar em conta que diferentes condições experimentais 

interferem nesses resultados, como por exemplo, fase de crescimento da levedura, origem do 

isolado, espécie estudada, concentração de fluconazol utilizada e tempo de exposição das 

células ao antifúngico. Mais pesquisas precisam ser realizadas para que tais achados sejam 

comprovados, assim como aprofundar a análise do papel da enzima GST na resistência aos 

antifúngicos. 

A importância destes resultados está no melhor conhecimento da resposta antioxidante 

da levedura emergente C. glabrata contra o fluconazol e também na contribuição para o 

entendimento sobre a recente descoberta do mecanismo antifúngico adicional mostrado por 

esse azólico, a geração ERO. A resposta antioxidante está diretamente relacionada à 

patogenicidade e então a inibição dessa resposta poderia atenuar a virulência de espécies 

patogênicas (Saijo et al., 2010) como C. glabrata. A compreensão do metabolismo 

antioxidante das leveduras torna-se essencial no desenvolvimento racional de antifúngicos 

para uso clínico, uma vez que novos mecanismos antifúngicos são um campo a ser explorado 

frente à ampla resistência aos antifúngicos vista na epidemiologia.  
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7. CONCLUSÃO 

O antifúngico fluconazol induziu geração de ERO em C. glabrata em fase de 

crescimento estacionário, ativando as enzimas antioxidantes SOD e GPx e induzindo dano 

oxidativo no DNA da levedura. O fluconazol não induziu dano oxidativo em lipídeos e 

proteínas nas condições testadas. A relação entre resistência ao fluconazol e a resposta ao 

estresse oxidativo em C. glabrata não foi observada nas condições testadas, embora haja um 

possível papel da enzima GST na resistência ao antifúngico. 
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8. PERSPECTIVAS 

A conclusão deste trabalho abre a possibilidade de que outros estudos sejam realizados 

para complementar o entendimento sobre a geração de ERO como parte do mecanismo de 

ação do fluconazol, assim como a relação entre resistência de C. glabrata ao fluconazol e 

resposta ao estresse oxidativo. Entre eles, podemos citar: 

 Realização dos mesmos ensaios em C. glabrata em fase de crescimento 

exponencial; 

 Avaliação da geração de ERO em diferentes concentrações de fluconazol em 

C. glabrata; 

 Estudo da geração de ERO pelo fluconazol e a resistência a esse antifúngico 

em outras espécies de Candida. 
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