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RESUMO 
 

 

 

O objetivo foi avaliar as interações entre Candida albicans (ATCC 18804) com 

Streptococcus mitis (49456) e Streptococcus sanguinis (10556) in vitro e in vivo 

avaliando-se a possível influência destas associações, na expressão de genes, na 

filamentação e formação de biofilme de Candida albicans. A formação de biofilme, 

foi realizado mono e multiespécie em placa de 96 poços por 48 h à 37 ºC com 5% 

CO2. Os biofilmes foram desagregados e diluídos para semeadura em ágar e após 

incubação as UFC/mL foram contadas. A filamentação de C. albicans, in vitro foi 

realizada em placas de 24 poços e in vivo em Galleria mellonella, com análise 

histológica e contagem de UFC/mL. A avaliação da expressão gênica de ALS1, 

ALS3, BRC1, CPH1, EFG1 e HWP1, foi realizada por PCR em tempo real 

utilizando o gene normalizador ACT1. Os resultados da UFC/mL (p < 0.05), 

demonstrou que o biofilme de C. albicans monoespécie apresentou maior 

crescimento, quando comparado com o biofilme associado com S. mitis (p = 0,001) 

ou com S. sanguinis (p = 0,001). A filamentação in vitro demonstrou que a 

interação com S. mitis inibiu a filamentação de C. albicans (p = 0,0006), 

entretanto, a interação com S. sanguinis não inibiu (p = 0,1554). Os genes ALS1, 

ALS3 e HWP1 foram super expressos na interação com S. mitis. A interação com S. 

sanguinis, promoveu super expressão dos genes ALS3 e HWP1. Os genes BRC1, 

CPH1 e EFG1 foram super expressos na interação com S. mitis e sub expressos, na 

interação com S. sanguinis. Não houve diferença estatística nos estudos in vivo de 

filamentação e UFC/mL. Conclui-se que in vitro, S. mitis e S. sanguinis foram 

capazes de inibir a formação de biofilme de C. albicans. Assim como a interação 

com S. mitis inibiu a sua filamentação. A interação com S. mitis parece aumentar o 

fator de virulência de C. albicans, quanto a expressão dos genes de aderência ALS1, 

ALS3 e HWP1, bem como na associação com S. sanguinis (ALS3 e HWP1). Os 

genes de formação de biofilme, BRC1, CPH1 e EFG1, na interação com S. mitis 

promoveu aumento do fator de virulência. 

Palavras-chave: Candida albicans. Streptococcus mitis. Streptococcus sanguinis. 

Fatores de Virulência. Galleria mellonella. 
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Institute of Science and Technology; 2016. 

 

ABSTRACT 

 

 

The objective was to evaluate the interactions between Candida albicans (ATCC 

18804) with Streptococcus mitis (49456) and Streptococcus sanguinis (10556) 

in vitro and in vivo evaluating the possible influence of these associations, in the 

expression of genes, in the filamentation and biofilm formation of Candida 

albicans. Biofilm formation was performed mono- and multispecies in 96-well 

plate for 48 h at 37 ºC with 5% CO2. Biofilms sonicated and diluted for sowing 

on agar and after incubation the colonies counted to obtain the colony forming 

units (CFU/mL). The filamentation in vitro was performed in 24-well plate and 

in vivo Galleria mellonella, with histological and CFU/mL. The evaluation of 

gene expression ALS1, ALS3, BRC1, CPH1, EFG1 and HWP1 was performed 

by real-time PCR using the normalizing gene ACT1. The results of CFU/ml 

(p<0.05), found that C. albicans biofilm monoespécie showed increased growth, 

as compared to the biofilm associated with S. mitis (p = 0.001) and S. sanguinis 

(p = 0.001). The filamentation in vitro demonstrated that the interaction with S. 

mitis inhibited C. albicans filamentation (p = 0.0006), interaction with S. 

sanguinis could not (p = 0.1554). The ALS1, ALS3, HWP1 gene, were 

superexpressed in S. mitis interaction. Interaction with S. sanguinis, promoted 

overexpression of ALS3 and HWP1 genes. The BRC1 genes, CPH1 and EFG1 

were super expressed in interaction with S. mitis and sub expressed when there 

was interaction with S. sanguinis. There was no statistical difference in the in 

vivo studies of filamentation and CFU/mL. It follows that in vitro, S. mitis and S. 

sanguinis were able to inhibit the formation of C. albicans biofilms. Like the 

interaction with S. mitis inhibited its filamentation. The interaction with S. mitis 

appears to increase the virulence factors of C. albicans. ALS1, ALS3, HWP1 as 

the expression of adhesion genes, and as well as in association with S. sanguinis 

(ALS3 and HWP1). Biofilm formation genes, BRC1, CPH1 and EFG1 in 

interaction with S. mitis promoted increased virulence factor. 

 

 

 

 

 

Keywords: Candida albicans. Streptococcus mitis. Streptococcus sanguinis. 

Virulence factors. Galleria mellonella. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

       Biofilme caracteriza-se por uma comunidade microbiana 

organizada, aderida a uma superfície, embebida em uma matriz polimérica 

extracelular (Cieplick et al., 2014; Katharios-Lanwermeyer et al., 2014; Wu et 

al., 2014). A descoberta do biofilme, revolucionou a ciência e sua visão a 

respeito das doenças. Os biofilmes correspondem ao modo dominante de 

existência microbiana na natureza (Costerton et al., 1995). 

       As espécies de micro-organismos que formam biofilmes atuam 

por meio de uma espécie de “mosaico celular”, que promovem interações célula-

célula, aumentam a persistência de espécies individuais e em grupo, realizam 

sinalização celular, e conferem também resistência a antibióticos e proteção 

contra o sistema imune do hospedeiro (Costa et al., 2013; Mancl et al., 2013; 

Katharios-Lanwermeyer et al., 2014; Del Pozo, Cantón, 2016).  

       Em biofilme, pode ocorrer a competição entre os micro-

organismos podendo ocorrer pelo meio ou prevalência de uma das espécies em 

particular (Thein et al., 2009; Yang et al., 2016).   

 Estudos realizados com modelos murinos (Xu et al., 2014a) e in 

vitro (Diaz et al., 2012) utilizando modelos de mucosas orais e esofágicas, 

respectivamente, relataram que quando C. albicans e Streptococcus do grupo 

mitis estão em biofilme, acabam adquirindo potencial patogênico, sendo que, a 

capacidade de invasão dos tecidos da mucosa por Candida é aumentado. 

        A associação de C. albicans com outras espécies de estreptococos 

como Streptococcus sanguinis por exemplo, confere vantagens ao fungo 

principalmente com relação a sua adesão, na qual não precisaria competir 

efetivamente para se fixar no biofilme, já que a levedura podera se aderir a 

colonizadores pioneiros ali já encontrados (O´Sullivan et al., 2000; Xu et al. 
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2014b). Outra vantagem está relacionada ao aproveitamento pelas leveduras do 

lactato proveniente do metabolismo dos estreptococos, utilizando o metabólito 

descartado como fonte de carbono (Jenkinson et al., 1990). 

        Os estreptococos do grupo mitis, são membros permanentes da 

microbiota residente respiratória e oral. Destaca-se as espécies S. sanguinis e S. 

mitis, sendo o último um colonizador precoce do biofilme, podendo permitir que 

posteriormente colonizadores secundários possam se aderir e desencadear a 

formação de biofilme heterotípico (Rukke et al., 2012; Di Giulio et al., 2013; 

Nobbs et al., 2014). Apesar de serem micro-organismo residentes, em 

determinadas situações após uma extração dentária, ocorre bacteriemia em cerca 

de 30% dos pacientes. Pode ocorrer bacteriemia por estreptococos do grupo 

mitis, inclusive por S. sanguinis e S. mitis, e estes micro-organismos podem se 

instalar em valvas cardíacas e produzir endocardite bacteriana subaguda ou 

alterações congênitas em pacientes de alto e médio risco (Mitchell, 2011; 

Jakubovics et al., 2014).  

        Dentre os fungos de interesse médico, as leveduras do gênero 

Candida, apresentam importância devido à alta prevalência em infecções 

humanas. São encontradas em 20-80% do trato intestinal de adultos saudáveis e 

20-30% da região geniturinária em mulheres (Colombo et al., 2013; Serrano-

Fujarte et al., 2015; Gulati, Nobile, 2016). Dentre suas espécies, Candida 

albicans está presente como comensal em aproximadamente 70% da população 

saudável, habitando cavidade oral, genital e trato gastrointestinal, porém, se o 

indivíduo se encontra imunocomprometido ou em longo tratamento com 

antibióticos, o fungo pode se tornar um oportunista e causar doença (Han et al., 

2011; Hsu et al., 2013; Nobile, Johnson, 2015). 

                  A expressão dos genes de C. albicans tem sido amplamente 

estudada, principalmente aquelas que atuam na formação de biofilme. Segundo 

Stichternoth, Ernest (2009), aproximadamente 25 proteínas produzidas por C. 
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albicans tem demonstrado valor significativo, quando se trata do 

desenvolvimento do biofilme. Duas classes de proteínas são importantes, 

proteínas de superfície e fatores de transcrição. 

                  Os genes ALS1 e ALS3 (Agglutinin Like Sequence) estão 

envolvidos nos aspectos da interação patógeno-hospedeiro, pois produzem 

fatores que atuam na adesão e na invasão das células do hospedeiro (Hoyer, 

2001; Nailis et al., 2006; García-Sánchez et al., 2004; Murciano, 2012; 

Sheppard et al., 2014). O gene HWP1(Hyphal wall protein) é responsável por 

codificar uma proteína de superfície encontrada na parede celular das hifas, e o 

gene ALS1 apresenta importância na aderência em células endoteliais e 

epiteliais humanas (Marchais et al., 2005; Karkowska-Kuleta, 2009; Hnisz et 

al., 2012). O dimorfismo de C. albicans (Jacobsen et al., 2012; Moazeni et al., 

2014) é encontrado pela atividade do gene EFG1 (Enhanced filamentous 

growth), um importante fator regulador dessa transição morfológica (Lassak et 

al., 2011; Hnisz et al., 2012; Pierce, Kumamoto, 2012; Connolly et al., 2013).  

         A mudança fenotípica de C. albicans, conhecido como fenômeno 

switching, na qual está relacionado com a capacidade da mudança das células 

leveduriformes em “brancas” para “opacas” representam importante fator de 

virulência (Ramirez-Zavala et al., 2013). Essa resposta é mediada por uma 

proteína, acoplada a uma cascata MAPK (mitogen-activated protein kinase) na 

qual culmina com o fator de transcrição do gene CPH1(Candida pseudo hyphal 

regulator) (Liu et al., 1994; Ramirez-Zavala et al., 2013). 

         O gene BCR1 é um fator de transcrição que atua no biofilme, pois 

regula a sua informação, bem como a formação da matriz extracelular. A 

deleção desse gene, pode resultar em biofilme defeituoso, com pouca matriz 

extracelular e mais permeável a moléculas, tornando-o assim menos atrativo 

para adesão de micro-organismos. Sua importância também está ligada na 
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regulação de outros genes de aderência, como o ALS3 por exemplo (Fanning et 

al., 2012; Srikantha et al., 2013). 

        Modelos de invertebrados como de Galleria mellonella, tem sido útil 

no estudo dos fatores de virulência de C. albicans (Arvanitis et al., 2013; Sherry 

et al., 2014; Scorzoni et al., 2013; Zdybicka-Barabas et al., 2015). O modelo 

apresenta várias vantagens quando comparados com modelos animais como 

camundongos e ratos (Perdoni et al., 2014; Lopez-Hernández et al., 2015).  

G. mellonella possui um sistema de defesa celular e humoral, no qual 

existe a produção de peptídeos antimicrobianos (semelhante a resposta imune 

inata dos mamíferos) e a produção de seis tipos de hemócitos presente na 

hemolinfa (prohemócitos, coagulócitos, esferulócitos, enocitóides, plasmócitos 

e granulócitos), sendo que a ação antimicrobiana destas células é realizada por 

fagocitose (Arvanitis et al., 2013; Yang et al., 2014; Perdoni et al., 2014; 

Pereira et al., 2015).          

        Devido ao prejuízo causado por esses micro-organismos, quando 

encontrados sob a forma de biofilme, o presente estudo objetivou analisar a 

interação entre C. albicans e S. mitis e entre C. albicans e S. sanguinis a fim de 

observar a influência destas bactérias na a filamentação in vitro e in vivo e na 

expressão dos genes de formação de biofilme e aderência de C. albicans. Este 

conhecimento poderia no futuro contribuir para maior entendimento de como 

esses micro-organismos pioneiros na formação de biofilme interagem entre si, 

no intuito de desenvolver terapias mais eficazes para o controle do biofilme. 
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2 PROPOSIÇÃO 

 

 

            O objetivo do presente estudo foi avaliar as interações entre Candida 

albicans com Streptococcus mitis e Streptococcus sanguinis in vitro e in vivo, 

avaliando-se a possível influência destas associações na expressão de genes, na 

filamentação e formação de biofilme por Candida albicans. 

 

 

2.1 Objetivos específicos  

 

 

a) Avaliar a interação in vitro entre S. mitis e S.  sanguinis com C. 

albicans na formação de biofilme por meio da contagem de unidades 

formadoras de colônias (UFC/mL) e na filamentação de C. albicans; 

b) Analisar a expressão dos genes ALS1, ALS3, HWP1, BCR1, CPH1 e 

EFG1 de C. albicans, quando associada em biofilme com S. mitis e S. 

sanguinis; 

c) Verificar os efeitos in vivo de S. mitis e S. sanguinis sobre a candidose 

experimental em G. mellonella, avaliando-se quantificação de 

UFC/mL de C. albicans e filamentação por contagem de 

hifas/leveduras em corte histológico do corpo gorduroso de G. 

mellonella; 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

3.1 Micro-organismos e condições de crescimento  

 

 

Foram utilizadas cepas padrão de C. albicans (American Type Culture 

Collection – ATCC 18804), S. sanguinis (ATCC 10556) e S. mitis (ATCC 

49456) que se encontravam congeladas em freezer -80 ºC (NuAire, Plymouth, 

USA) no Laboratório de Microbiologia e Imunologia do curso de Odontologia 

do Instituto de Ciência e Tecnologia/UNESP.  

 C. albicans foi semeada em ágar Sabouraud dextrose (BD, Sparks, USA) 

e incubada em estufa bacteriológica à 37 ºC por 24 h. As cepas de S. sanguinis 

e S. mitis foram repicadas em ágar Mitis Salivarius (Difco, Detroit, USA), 

acrescido de 15 % de sacarose (Difco, Detroit, USA) e incubadas pelo mesmo 

período, porém em condições de microaerofilia (5% de CO2). 

 

 

3.2 Preparo de suspensões dos micro-organismos 

 

 

Após a reativação das cepas, foram preparadas suspensões padronizadas 

dos micro-organismos. Para garantir que não houve contaminação de outros 

micro-organismos, foram realizados esfregaços em lâminas de microscopia, 

coradas pela coloração de Gram e foi realizado o teste da catalase para os 

estreptococos. 

           Em seguida, as células microbianas foram centrifugadas por 10 min a 

2.000 xg (MPW 350, Byosystems, Curitiba, Brasil), o sobrenadante desprezado 
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e o sedimento suspenso em 10 mL de solução de NaCl 0,85%. O procedimento 

foi repetido novamente. 

            Por espectrofotometria (B582, Micronal, São Paulo, Brasil) foi realizada 

a quantificação do número de células da suspensão, obtendo-se a concentração 

referente a 107 micro-organismos/mL. Os parâmetros utilizados estão expressos 

no Quadro 1. 

 

Quadro 1 – Parâmetros utilizados no Espectrofotômetro para padronização da 

quantidade de micro-organismos nas suspensões (107 micro-organismos/mL) 

 

nm: Nanômetro 

 

 

3.3   Estudo da formação de biofilme monotípico de C. albicans e 

heterotipico associados com S. mitis ou S. sanguinis 

 

 

            A formação de biofilme foi realizada, segundo a metodologia relatada 

por Thein et al. (2006) com modificações. Os biofilmes foram formados no 

fundo de placa de microtitulação de 96 poços (TPP, Trasadigen, Suiça), 

utilizando-se n = 10 para cada experimento.  

 Inicialmente foram inoculados 100 μL da suspensão de C. albicans (107 

céls/mL) padronizada em caldo Yeast Nitrogen Base (YNB) (BD, Sparks, USA) 

suplementado com glicose na concentração de 100 mM e mais 100 μL do 

mesmo caldo puro. 

Micro-organismo Densidade Óptica Comprimento de Onda 

C. albicans 0,381 530 nm 

S. mitis 0,560 398 nm 

S. sanguinis 0,560 398 nm 
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  Posteriormente a placa foi incubada sob agitação com rotação de 75 rpm 

(Quimis, Diadema, São Paulo) à 37 °C por 90 min, para promover a adesão 

inicial de C. albicans. 

   Após a adesão inicial, a suspensão de 200 μL foi aspirada e cada poço 

foi lavado 2 vezes com solução de NaCl 0,85% para remover as células que não 

estavam aderidas. Um total de 100 μL de soro fetal bovino (Gibco – New York, 

EUA) foi transferido para cada poço e a placa incubada por mais 2 h sob 

agitação. 

    Para os testes de associação de Candida com estreptococos, após os 

procedimentos mencionados acima, os poços foram novamente lavados 2 vezes 

com solução de NaCl 0,85%. Para os biofilmes associados (C. albicans + S. 

mitis e C. albicans + S. sanguinis), em cada poço da placa de 96 poços, foram 

inoculados 50 μL da suspensão padronizada de S. mitis ou S. sanguinis, de 

acordo com o item 3.2. No grupo controle, onde C. albicans estava sozinha, 

foram pipetados 50 μL de solução de NaCl 0,85%, em cada poço. A seguir, para 

a promoção do crescimento do biofilme, 120 μL de YNB (BD, Sparks, USA) 

suplementado com glicose na concentração de 100 mM e 60 μL de caldo Tryptic 

Soy Broth (BD, Sparks, USA) foram adicionados a cada poço.  

      As placas foram incubadas à 37 °C em estufa sob condições de 

microaerofilia (5% de CO2), por 48 h. O caldo foi trocado, por meio de cultura 

novo após 24 h. 
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3.3.1 Determinação do número de UFC/mL 

 

 

      Após 48 h, cada poço contendo biofilme foi lavado duas vezes com 

solução de NaCl 0,85%. A seguir, o biofilme de cada poço, que estava aderido 

no fundo da placa foi disperso com o homogeneizador ultra-sônico (Sonics 

Vibra Cell, Connecticut, USA) com potência de 50 W, por 30 s. 

      A partir da solução obtida foram realizadas diluições decimais das 

suspensões dos biofilmes, as quais foram semeadas em placas de ágar 

Sabouraud dextrose com 50 mg/L de cloranfenicol (União Química, São Paulo, 

Brasil) para todos os grupos (a- C albicans; b- C albicans associado com S. 

mitis; c- C albicans associado com S. sanguinis).  

       As placas foram incubadas à 37 °C em estufa bacteriológica, por 48 h.  

Após incubação, as colônias foram contadas para o cálculo de unidades 

formadoras de colônias por mililitro (UFC/mL) e o número obtido transformado 

em logaritmo de base 10 (log10) para cálculo estatístico. 

 

 

3.4 Estudo dos efeitos de S. mitis e S. sanguinis sobre a filamentação de C. 

albicans 

 

 

                    Para estudo da filamentação in vitro, foram também avaliados os 

três grupos experimentais; a) C. albicans; b) C. albicans associado com S. mitis 

e c) C. albicans associado com S. sanguinis.  

                     Os micro-organismos foram padronizados a 107 células/mL, sendo 

C. albicans em caldo YNB suplementado com glicose na concentração de 100 

mM e os estreptococos em caldo TSB. 
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                      Em placa de cultura de células de 24 poços (TPP, Trasadigen, 

Suiça) foi adicionado 1 mL de água destilada suplementada com 10% de soro 

fetal bovino e 100 µL de suspensão padronizada de C. albicans (n=5). A seguir, 

em cada poço foi pipetado 100 µL de suspensão padronizada de S. mitis ou S. 

sanguinis. No grupo controle (a- C. albicans) foi adicionado em cada poço 100 

µL de solução de NaCl 0,85%. 

 A placa contendo os inóculos foi incubada à 37 ºC por 24 h. A 

seguir, 50 µL do inóculo contido em cada poço foi depositado sobre lâminas 

microscópicas com 10 campos, demarcados anteriormente no verso (Figura 1). 

 

 

 Figura 1 – Lâmina de microscopia utilizada para análise da filamentação de C. 

albicans, com demarcação dos campos para contagem de hifas presentes 

 

 

 

 

 

 
Legenda: a seta preta corresponde onde foi feito o arraste para a leitura dos campos. 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

 O material sobre a lâmina foi recoberto por lamínula, sendo 

observado em microscópio óptico (Carl Zeiss, Primo Star, Alemanha) na 

objetiva de 40x. Foram realizados 5 ensaios para cada grupo experimental, em 

duplicata, em momentos diferentes. Foram contados 10 campos microscópios 

em cada lâmina e atribuídos scores de acordo com número de hifas presentes, 

conforme o Quadro 2. 
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Quadro 2 – Escores utilizados na verificação da filamentação de C. albicans 

obtidos na contagem do número de hifas presentes em cada campo observado 

 

 

 

3.5 Interação entre C. albicans com S. mitis e S. sanguinis em modelo 

experimental de G. mellonella 

 

 

 Os efeitos da interação de C. albicans com S. mitis e S. sanguinis 

em G. mellonella, foram baseadas nas metodologias descritas por Mylonakis et 

al. (2005) e Fuchs et al. (2010). Foram utilizadas lagartas de G. mellonella em 

estágio final da fase larval com peso corporal de aproximadamente 260 à 300 

mg, obtidas por meio do criadouro do laboratório de Microbiologia e 

Imunologia do Instituto de Ciências e Tecnologia – ICT, UNESP/São José dos 

Campos. As lagartas foram mantidas sem alimentação durante o período que 

ocorreu o experimento.  

 

 

 

 

 

Escore Quantidade de hifas 

0 ausente 

1 1 à 20 

2 21 à 40 

3 41 à 50 

4 Mais de 50 
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3.5.1 Inoculação em G. mellonella 

 

 

                   As lagartas foram inoculadas com seringa de Hamilton (701N 10μ 

SYR (26s/2”/2) - Hamilton Company, Nevada, EUA). Antes da inoculação, a 

seringa foi desinfectada com hipoclorito de sódio (Asfer, São Caetano do Sul, 

Brasil) durante 30 min e a limpeza da agulha e da parte interna da seringa foram 

realizadas a cada 5 injeções.  

 Para esta limpeza a seringa foi lavada em uma sequência de 4 

tubos que continham respectivamente: a) 20 mL de hipoclorito de sódio 25%; b) 

20 mL de álcool absoluto; c) 20 mL de água destilada estéril; d) 20 mL de PBS 

estéril. Em cada tubo a agulha foi mergulhada e realizados 5 movimentos no 

êmbolo para cima e para baixo, na sequência descrita acima. 

 

 

3.5.2 Determinação das concentrações microbianas 

 

  

 Foram realizadas suspensões padronizadas de S. mitis e S. 

sanguinis em diferentes concentrações (104 a 107 UFC/larva) e para C. albicans 

(107 e 106 UFC/larva). Estas suspensões foram preparadas de acordo com o item 

3.2 padronizadas em espectrofotômetro para os estreptococos, enquanto para C. 

albicans a suspensão foi padronizada em câmara de Neubauer (Laboroptik, 

Lancing, UK).  
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3.5.3 Curva de sobrevivência de G. mellonella 

  

 

 Após a padronização das concentrações do item 3.5.2, foram 

injetados 10 μL de inóculo na última proleg de cada lagarta (Figura 2), de 

acordo com os grupos: a) C. albicans; b) C. albicans em associação com S. mitis 

e c) C. albicans associação com S. sanguinis. Os inócuos de Candida foram 

injetados na proleg direita de todos os grupos e os estreptococos na proleg 

esquerda, de cada grupo correspondente. 

 Um grupo controle adicional, foi realizado, no qual foi injetado 10 

μL de solução de NaCl 0,85% na proleg esquerda e igual volume na proleg 

direita.  

 Após a inoculação, as lagartas foram colocadas em placas de Petri 

(J Prolab, Pinhais, Brasil) e mantidas em estufa a 37 -°C. As lagartas foram 

observadas, 18 h após a inoculação dos micro-organismos e posteriormente a 

cada 24 h, sendo o número de lagartas mortas anotadas.  

 O experimento foi conduzido por 7 dias, ou até todas as lagartas 

do grupo consideradas mortas, quando não apresentaram nenhum movimento ao 

toque ou entraram no estágio de pupa.  

 Os resultados foram analisados, para escolha da melhor 

concentração tanto de C. albicans, quanto de S. mitis e S. sanguinis, de acordo 

com o objetivo do presente trabalho. 
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Figura 2 – Inoculação em G. mellonella com seringa de Hamilton na última 

proleg direita 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

3.5.4 Contagem de UFC/mL de C. albicans sozinha e em associação com S. 

mitis e S. sanguinis em hemolinfa de G. mellonella 

 

 

   A quantificação da presença de C. albicans na infecção em G. 

mellonella. Foi realizada por meio da eutanásia das lagartas nos tempos de 0, 6 e 

12 h após a infecção, nos mesmo grupos experimentais do item 3.5.3. 

 Foi utilizada um pool de 4 lagartas para coleta de hemolinfa 

suficiente para realização das diluições seriadas. O experimento foi realizado em 

duplicata, para cada grupo e tempo foram utilizadas 12 lagartas, totalizando 36 

lagartas infectadas por ensaio. 

 Em cada tempo, as lagartas foram cortadas com auxílio de um 

bisturi estéril nº 15 (Med Goldman, Manaus, Brasil) entre as duas últimas proleg 
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e espremidas para retirada da hemolinfa, que foram acondicionadas em um tubo 

de microcentrífuga (Eppendorf, Hamburgo, Alemanha) (Figura 3). 

 

 

Figura 3 – A lagarta posicionada para retirada da hemolinfa, acondicionada em 

tubo de microcentrífuga 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

 A partir do pool da hemolinfa das lagartas, foram realizadas 

diluições seriadas (puro – 10-2 – 10-3 – 10-4), pipetado 10 μL de cada diluição e 

semeadas pela técnica da gota escorrida (Figura 4) em placas de Petri contendo 

ágar Sabouraud dextrose (BD, Sparks, USA) com cloronfenicol. As placas 

foram incubadas à 37 ºC por 48 h. Após este período, as colônias foram 

contadas para o cálculo de UFC/mL. 
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Figura 4- Contagem da UFC/mL pela técnica da gota em placa de ágar 

Sabouraud 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: foi utilizada para contagem nesta placa a diluição 10-2. 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

3.5.5 Análise histológica de G. mellonella nas associações de C. albicans com 

S. mitis e S. sanguinis 

 

 

  A análise histológica foi baseada na metodologia descritas por 

Vilela et al. (2015). Foram realizados os mesmos grupos experimentais e o 

mesmo tempo de infecção do item 3.5.2. Após os períodos de infecção, foi 

realizado uma incisão na linha mediana da parte ventral do animal. A partir 

desta incisão o corpo de gordura foi removido (Figura 5). Foram utilizadas 5 

lagartas para coleta do corpo gorduroso.  

 O experimento foi realizado em duplicata, para cada grupo e 

tempo foram utilizadas 15 lagartas, totalizando 45 lagartas infectadas por ensaio. 

Puro 10-2 10-3 10-4 
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 O corpo de gordura foi colocado em formalina à 10% e 

armazenado à 4 ºC para fixação pelo período de 24 h. A seguir, o tecido foi 

colocado em etanol à 50, 70 e 90% por 1 h para cada uma das concentrações e 

100% durante 3 h para promover a desidratação (Leica TP1020, Leica 

Byosistems, Wetzlar, Germany) 

 O tecido foi transferido para uma solução de xilol durante 3 h e 

foram montados em blocos de parafina. 

 

 

Figura 5 – Sequência da retirada do corpo de gordura da lagarta G. mellonella  

 

Legenda: A) corte mediano realizado na parte ventral da lagarta (seta); B) pressão lateral realizada na 

lagarta para remoção do corpo de gordura 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

 Os blocos foram cortados em micrótomo (Leica RM2255, Leica 

Byosistems, Wetzlar, Germany) e corados com hematoxilina e eosina (HE) e 

ácido periódico de Schiff (PAS). As lâminas contendo os cortes inteiros foram 

scaneados (Panoramic desk, 3D Histech, Budapest, Hungria) 

 Para análise da filamentação, foram fotografadas todas as áreas do 

corte histológico que apresentaram hifas e leveduras em um aumento original de 

200X, por meio do software (Panoramic viewer, 3D Histech, Budapest, 

A 

B A 
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Hungria) pertencente ao aparelho. Em cada imagem foi determinada a área 

ocupada por hifas e leveduras em µm, com o auxílio do programa Image-J 

(Versão 1,32 para Windows), de domínio público, do Instituto Nacional de 

Saúde (NIH), Bethesda, EUA. As áreas de hifas e leveduras de cada corte foram 

somadas e o resultado convertido para logaritmo de base 10. 

 

 

3.6   Expressão de genes de C. albicans após associação com S. mitis e S. 

sanguinis  

 

  Para a formação dos biofilmes heterotípicos foi utilizado a 

metodologia descrita no item 3.3. Os biofilmes foram preparados com as 

associações microbianas de C. albicans ATCC 18804 com as diferentes 

suspensões de S. mitis ATCC 49456 e S sanguinis ATCC 10556. Para controle 

positivo do experimento foi obtido biofilme monotípico de C. albicans no 

intervalo de tempo de 48 h. 

 

 

3.6.1 Avaliação da expressão gênica de C. albicans 

 

 As amostras provenientes do biofilme heterotípico descrito 

anteriormente foram submetidas avaliação da expressão, dos seguintes genes: 

ALS1, ALS3, HWP1, CPH1, BCR1 e EFG1. Foram avaliados como genes 

normalizadores ACT1, RIP1, LSC2 e PMA1 e foi selecionado para os demais 

experimentos o gene ACT1 (Quadro 3). 
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Quadro 3 – Genes de C. albicans, cuja expressão gênica foi avaliada após a 

interação com S. mitis e S. sanguinis 

 

                                                                                                            (continua) 

Gene Localização Função Referência Link NCBI 

HWP1 orf19.1321 Proteína da 

parede celular 

Hnisz et al. 

(2012) 

https://www.ncb

i.nlm.nih.gov/nu

ccore/U64206.1 

ALS1 orf19.5741 Adesina –

aderência à 

célula 

hospedeira 

Nailis et al. 

(2010) 

https://www.ncb

i.nlm.nih.gov/nu

ccore/L25902.1 

ALS3 

 

 

orf19.1816 Adesina – 

aderência à 

célula 

hospedeira 

Nailis et al. 

(2010) 

https://www.ncb

i.nlm.nih.gov/nu

ccore/U87956.1 

BCR1 orf 19.723 Regula a 

formação de 

biofilme e 

parede celular 

Hnisz et al. 

(2012) 

https://www.ncb

i.nlm.nih.gov/nu

ccore/CP017630

.1 

CPH1 orf19.4433 Principal 

regulador 

transcricional 

envolvido em 

acasalamento 

Liu et al. 

(1994) 

https://www.ncb

i.nlm.nih.gov/nu

ccore/U15152.1 

EFG1 orf19.610 Principal 

regulador 

transcricional 

envolvido na 

morfogênese 

Hnisz et al. 

(2012) 

https://www.ncb

i.nlm.nih.gov/nu

ccore/XM_7091

04.1 

**ACT1 orf19.5007 Integridade 

estrutural 

citoesqueleto 

Nailis et al. 

(2006) 

https://www.ncb

i.nlm.nih.gov/ge

ne/109776 

*RIP1 

 

 

 

 

orf19.5893 Enzima, 

ubiquinol-

citocromo c 

redutase 

Nailis et al. 

(2006) 

https://www.ncb

i.nlm.nih.gov/ge

ne/856689 
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Quadro 3 – Genes de C. albicans, cuja expressão gênica foi avaliada após a 

interação com S. mitis e S. sanguinis                                                                                                           

                                                                                                        (continuação) 

 

* Genes normalizadores testados 

** Gene normalizador que foi selecionado 

 

 

 

3.6.2 Extração e quantificação do RNA 
 

 

          A extração do RNA foi realizada com o auxílio do reagente Trizol 

(Ambion®, Carlsbad, USA), de acordo com as instruções do fabricante. Este 

reagente é composto por uma solução monofásica contendo fenol, isotiocianato 

de guanidina e outros componentes que permitirão o isolamento de RNA. Após 

extração, a concentração de RNA foi quantificada pelo aparelho Nanodrop 

2000c UV- Vis Spectrophotometer (Thermo Scientific), e os produtos obtidos 

armazenados em freezer a -70 °C. 

 

 

 

 

 

 

Gene Localização Função Referência Link NCBI 

*LSC2 orf19.1860 Ligação de 

ATP, 

atividade 

succinato-

CoA-ligase 

Nailis et al. 

(2010) 

https://www.ncbi.nl

m.nih.gov/gene/853

159 

*PMA1 orf 19.5383 ATPase da 

membrana 

plasmática 

Nailis et al. 

(2006) 

https://www.ncbi.nl

m.nih.gov/gene/852

876 
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4.6 Avaliação da expressão gênica 

 

 

4.6.1 Reação de transcrição reversa (RT – PCR) 

 

 

 O RNA total após o tratamento com DNAse foi transcrito para 

cDNA utilizando o Kit SuperScript™ III First-Strand Synthesis Super Mix for 

qRTPCR (INVITROGEN), onde 1 a 2 μg de RNA foi adicionado a um 

microtubo de 200 μL contendo 10 μL de mix RT, 2 μL de enzima mix e água 

ultra pura Depec obtendo-se volume final de 20 μL. Esta mistura foi incubada 

em termociclador (Mastercycler-Eppendorf) com ciclo de: 20 min à 25 ºC, 50 ºC 

por 30 min e 85 ºC por 5 min. A seguir, os tubos foram acondicionados no gelo 

e foi adicionado 1 μL de RNAse H e incubados por mais 30 min á 37 ºC. O 

cDNA obtido foi armazenado á -20 °C. 

 

 

4.6.2 Reação em cadeia da polimerase (PCR) em tempo real 

 

 

 Os produtos da RT- PCR foram amplificados para a quantificação 

relativa da expressão dos genes escolhidos. As reações de quantificação foram 

realizadas de acordo com as condições e parâmetros previamente descritos para 

cada um dos genes alvo. A expressão genética foi apresentada como o ratio da 

concentração dos genes alvo, em relação à concentração do gene normalizador 

(ACT1, RIP1, LSC2 ou PMA1) e representam a expressão média obtida de 

reações distintas de PCR em Tempo Real. Neste trabalho foram testados quatros 

genes normalizadores, sendo que, o gene normalizador escolhido apresentou Ct 
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(cicle threshold - ou limiar) similar aos genes alvos analisados. O Ct é o ponto 

correspondente ao número de ciclos a partir do qual amplificação atinge um 

dado limiar que permite a análise quantitativa da expressão do gene alvo 

avaliado. As médias dos valores de Ct, medidas em triplicata, foram utilizadas 

para calcular a expressão dos genes alvo com normalização a um controle 

interno. Os resultados foram obtidos como valores relativos da expressão gênica 

(com base na fórmula 2-ΔΔCT) em comparação a um alvo-interno de referência, 

previamente selecionado, e que resultou em valor 1. 

 O método qRT-PCR avaliou a quantidade do produto cDNA na 

fase exponencial da reação de amplificação. Para o sistema de detecção, foi 

utilizado o fluoróforo SYBR® Green (Kit Platinum® SYBR® Green qPCR 

Super Mix-UDG - Invitrogen) realizando-se a seguinte reação: em um 

microtubo de 200 μL, foi colocado 12,5 μL de Supermix Platinum SYBR Green, 

1 μL de ROX (corante de referência), 10 μM de primer foward, 10 μM de 

primer reverse, solução de cDNA alvo e água Depec para o volume final de 25 

μL. Os microtubos foram incubados em termociclador (StepOnePlus, Applied 

Biosystems) com os seguintes ciclos: 50 °C por 2 min, seguido de desnaturação 

inicial a 95 °C por 2 min e mais 40 ciclos de 95 °C por 15 s e 60 °C por 30 s. A 

detecção da fluorescência, no fim da etapa de cada ciclo da PCR, permitiu a 

monitoração da quantidade crescente de cDNA amplificado, sendo os dados 

obtidos analisados no Software do próprio equipamento de real-time. 

 

4.7 Análise Estatística 

 

 A análise estatística dos resultados obtidos foi realizada com 

auxílio do software GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, Inc., California, 

USA).  
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O teste de Tukey (duas ou mais variáveis) foi utilizado para contagem de 

UFC/mL obtida da formação de biofilme in vitro, assim como para contagem de 

UFC/mL obtida da interação in vivo. O teste de Mann Whitney foi utilizado para 

análise da filamentação in vitro. Com relação a quantificação de transcritos dos 

genes alvo, foi utilizado o teste One-way ANOVA. Para avaliação da curva de 

sobrevivência de G. mellonella, foi utilizado o teste de Log-rank (Mantel-Cox). 

A análise da filamentação in vivo foi realizada com o teste One-way ANOVA. 

Diferença estatisticamente significante foi considerada quando o valor de p foi 

menor que 0.05. 
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5 RESULTADO 

 

 

5.1 Biofilme: contagem de UFC/mL 

 

 

                    Na Figura 6 está representada a comparação da contagem de 

UFC/mL (log10) entre os biofilmes isolados de C. albicans e a associação de C. 

albicans com S. mitis e C. albicans com S. sanguinis. Observa-se nesta figura 

que o biofilme de C. albicans monoespécie apresentou maior crescimento, com 

diferença estatística, quando comparado com o biofilme associado com S. mitis 

(p = 0,0001) e biofilme de C. albicans com S. sanguinis (p = 0,0001). Porém, 

quando comparados apenas os biofilmes associados, os mesmos não 

apresentaram diferença estatística significante (p = 0,1065). Os estreptococos 

influenciaram na redução dos biofilmes formados por C. albicans, em 

comparação aos biofilmes isolados desta levedura, em 79,37% quando da 

associação com S. mitis, e 71,44% na associação com S. sanguinis. 
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Figura 6 - Médias e desvios padrão dos dados de UFC/mL de C. albicans 

(Log10) obtidos na formação de biofilmes isolados de C. albicans e em 

associação com S. mitis (Ca x Sm) e C. albicans com S. sanguinis (Ca x Ss), 

com n = 10  

 

Legenda: letras diferentes indicam diferença estatisticamente significante (teste de Tukey, p < 0,05). 

Fonte: Dados analisados pelo GraphPad Prism 5. 

 

 

5.2 Filamentação de C. albicans (in vitro) 

 

 

 

                      Os dados obtidos com o ensaio da filamentação de C. albicans 

demonstraram que a interação com S. mitis foi capaz de inibir a filamentação de 

C. albicans (p = 0,0006), apresentando diferença estatisticamente significante 

(Figura 7). Entretanto, S. sanguinis não foi capaz de inibir a filamentação de C. 

albicans quando da associação de ambos (p = 0,1554) (Figura 8).  
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Figura 7 - Análise da filamentação de C. albicans após 24 h da interação de C. 

albicans com S.mitis, com n = 05 

 

 

Legenda: letras diferentes indicam diferença estatisticamente significante (teste de Mann Whitney, p < 

0,05) 

Fonte: Dados analisados pelo GraphPad Prism 5. 

 

 

Figura 8 - Análise da filamentação de C. albicans após 24 h da interação de C. 

albicans com S. sanguinis, com n = 05 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: letras iguais indicam que não houve diferença estatística significante (teste de Mann 

Whitney, p < 0,05). 

Fonte: Dados analisados pelo GraphPad Prism 5. 
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5.3 Expressão Gênica 

 

 

5.3.1 Avaliação da quantidade de transcritos (Rnam) 

 

 

  A eficiência dos primers utilizados no trabalho foi em torno de 95 

a 100% para cada primer testado, a validação e padronização do primer foi 

realizada pelo teste de q(PCR). A curva de Melting realizada, confirmou a 

presença de um único pico, o que demonstrou a especificidade do primer 

testado. Posteriormente foi analisado o gene normalizador que apresentou 

menor variação em relação as amostras testadas. 

  Os genes normalizadores, ACT1, LSC2, PMA1 e RIP1             

foram analisados no software (Expression Suite: 

https://www.thermofisher.com/br/en/home/technical-resources/software 

downloads/expressionsuite-software.html) e o gene normalizador ACT1 foi 

selecionado, uma vez que apresentou menor variação dos Ct entre os grupos 

avaliados (Ca, Ca Sm e Ca Ss) (Figura 9). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 39 

 

   
 

Figura 9 – Análise dos genes normalizadores ACT1, LSC2, PMA1 e RIP1 em 

relação as amostras C. albicans e S. mitis (CA-SMR), C. albicans e S. sanguinis 

(CA-SSR) e biofilme monotípico de C. albicans (CA48R) 

 

 

Fonte: Dados analisados pelo ExpressionSuite software. 

 

 

5.3.2 Genes de aderência 

 

 

  Após a escolha do gene normalizador, a quantidade de transcritos 

dos genes de aderência ALS1, ALS3 e HWP1 foram avaliados. Os genes ALS1, 

ALS3 e HWP1 foram super expressos na interação de C. albicans com S. mitis, 

quando comparados ao grupo controle (C. albicans), sendo esta diferença 

estatisticamente significante (p < 0,05). Com relação a interação de C. albicans 

com S. sanguinis, os genes ALS3 e HWP1 também foram super expressos 

(Figura 10), porém, o gene ALS1 foi o único sub expresso em relação ao grupo 

controle, não   apresentando diferença estatística significante (Figura 10). 
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Figura 10 – Quantificação dos transcritos (log) dos genes ALS1, ALS3 e HWP1 

no grupo controle (C. albicans) e associações (C. albicans e S. mitis/C. albicans 

e S. sanguinis) determinada pela qPCR.  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Legenda: letras diferentes indicam diferença estatisticamente significante. (teste One-Way ANOVA, 

p < 0,05).  

Fonte: Dados analisados pelo GraphPad Prism 5. 
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5.3.3 Genes de biofilme 

 

 
 

Os genes BRC1, CPH1 e EFG1 foram super expressos na 

interação de C. albicans com S. mitis, quando comparados com o grupo 

controle (C. albicans), sendo apenas o gene CPH1 estatisticamente significante 

(p < 0,05). Entretanto os genes foram sub expressos, quando houve a interação 

de C. albicans com S. sanguinis, conforme a Figura 11. 

 

 

5.4 Interação de S. mitis e S. sanguinis com C. albicans em modelo 

experimental de G. mellonella 

 

 

5.4.1 Curva de sobrevivência de G. mellonella 

 

 

   Antes do experimento da curva de sobrevivência foi avaliada a 

susceptibilidade de G. mellonella à infecção por C. albicans. Suspensões 

padronizadas em câmara de Neubauer nas concentrações de 106 e 107 

UFC/larva foram inoculadas em G. mellonella. Para cada concentração foram 

utilizadas 15 lagartas na fase larval final com peso corporal de 

aproximadamente 260-300 mg. As lagartas foram observadas por 168 h (7 dias) 

e o número de lagartas mortas anotados diariamente (Figura 12). 

  A partir dos resultados obtidos, foi escolhida a concentração de 106 

UFC/larva, para dar continuidade aos experimentos, pois necessitávamos de 

uma concentração que fosse letal de C. albicans para as lagartas, de acordo com 

o objetivo de estudo. 
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Figura 11 – Quantificação dos transcritos (log) dos genes BCR1, CPH1 e EFG1 

no grupo controle (C. albicans) e associações (C. albicans e S. mitis/C. albicans 

e S. sanguinis) determinada pela qPCR.  

 

 

 
Legenda: letras diferentes indicam diferença estatisticamente significante. (teste One-Way ANOVA p 

< 0,05).  

Fonte: Dados analisados pelo GraphPad Prism 5.  
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Figura 12 – Curva de sobrevivência da G. mellonella do grupo controle C. 

albicans.  
 

 

Teste Log-rank/Mantel-Cox, p < 0,05). 

Legenda: o percentual aproximado de sobrevivência das lagartas foi: 0%, 10% e 100% para os 

grupos, C. albicans 107 UFC/larva, C. albicans 106 UFC/larva e Controle (salina) respectivamente. 

Fonte: Dados analisados pelo GraphPad Prism 5. 

 

 

 

      Também foi avaliada a susceptibilidade de G. mellonella à 

infecção por S. mitis e S. sanguinis. Suspensões padronizadas em 

espectrofotômetro nas concentrações de 104, 105, 106 e 107 UFC/larva foram 

inoculadas em G. mellonella. Para cada concentração foram utilizadas o mesmo 

número de lagartas e o peso mencionado anteriormente. As lagartas também 

foram observadas por 168 h (7 dias) e o número de lagartas mortas anotados 

diariamente (Figura 13 e 14). 

  A partir dos resultados obtidos, foi escolhida a concentração 

subletal de 104 UFC/larva, tanto para S. mitis, quanto para S. sanguinis 

decorrente do objetivo, visto que eles não poderiam matar todas as lagartas e 

nem deixar que muitas sobrevivessem.  
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Figura 13 – Curva de sobrevivência da G. mellonella do grupo S. mitis.  
 

 

Teste Log-rank/Mantel-Cox (p < 0,05). 

Legenda: o percentual aproximado de sobrevivência das lagartas foi: 21%, 20%, 30%, 80% e 100% 

para os grupos, S. mitis 107 UFC/larva, S. mitis 106 UFC/larva, S. mitis 105 UFC/larva, S. mitis 104   

UFC/larva e Controle (salina) respectivamente. 
Fonte: Dados analisados pelo GraphPad Prism 5. 

 

Figura 14 – Curva de sobrevivência da G. mellonella do grupo S. sanguinis.  

 

Teste Log-rank/Mantel-Cox (p < 0,05).  

Legenda: O percentual aproximado de sobrevivência das lagartas foi: 38%, 41%, 79%, 90% e 100% 

para os grupos, S. sanguinis 107 UFC/larva, S. sanguinis 106 UFC/larva, S. sanguinis 105 UFC/larva, 

S. sanguinis 104 UFC/larva e Controle (salina) respectivamente. 
Fonte: Dados analisados pelo GraphPad Prism 5. 
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5.4.2 Contagem de UFC/mL de biofilme monotípico C. albicans e em 

associação com S. mitis e S. sanguinis em hemolinfa de G. mellonella 

 

 

 

  A quantificação da presença de C. albicans na infecção em G. 

mellonella, foi realizada por meio da eutanásia das lagartas nos tempos de 0, 6 e 

12 h após a infecção. A hemolinfa foi diluída e então plaqueada para obtenção 

dos valores de UFC/mL. 

                   Na Figura 15 está representada a comparação da contagem de 

UFC/mL (log10) entre os biofilmes isolados de C. albicans e a associação de C. 

albicans com S. mitis e C. albicans com S. sanguinis nos períodos de infecção 

mencionados.  

          Observa-se nesta figura que o biofilme de C. albicans monoespécie 

apresentou menor crescimento, quando comparado com o biofilme associado 

com S. mitis com diferença estatística (p = 0,0001). Porém, quando comparados 

biofilme de C. albicans com S. sanguinis, não houve diferença estatística 

significante (p = 0,2318) no período de 0 h de infecção. 

 Com relação ao período de infecção de 06 h, em ambas as 

interações não ocorreu diferença estatisticamente significante, Ca x Sm (p= 

0,1372) e Ca x Ss (p = 0,7984). O período de infecção de 12 h, também não 

apresentou diferença estatisticamente significante, Ca x Sm (p = 0,1740) e Ca x 

Ss (p = 0,1556), entretanto no período de 12 h, podemos observar por meio do 

gráfico que a interação entre os Streptococcus promoveu um aumento da 

UFC/mL de C. albicans. 
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Figura 15 – Análise dos dados de UFC/mL (Log10) no modelo invertebrado de 

G. mellonella, nos períodos de 0 h, 06 h e 12 h de infecção de C. albicans e em 

associação com S. mitis (Ca x Sm) e C. albicans com S. sanguinis (Ca x Ss) 

 

 

Legenda: letras iguais indicam que não houve diferença estatística. (teste de Tukey, p < 0,05).  
Fonte: Dados analisados pelo GraphPad Prism 5. 
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5.4.3 Análise da filamentação in vivo em G. mellonella 

 

 

  A análise histológica foi realizada para avaliar os efeitos de S. mitis 

e S. sanguinis na filamentação de C. albicans em G. mellonella. 

  O estudo foi realizado a partir de cortes histológicos do corpo 

gorduroso da G. mellonella, sendo as regiões com presença de hifa e leveduras 

calculadas por meio da demarcação da área em µm e os valores convertidos em 

Log de base 10. 

  Não houve diferença estatisticamente significantes (p ≥ 0,05) em 

nenhum dos períodos de infecção, quando se compara o grupo C. albicans com 

suas respectivas interações S. mitis e S. sanguinis (Figura 16).   Todavia, 

quando visualizados as imagens histológicas (Figura 17, 18 e 19) dos 

mencionados grupos e períodos de infecção, é nítido o aumento da filamentação 

de C. albicans quando se encontra na interação com S. mitis e S. sanguinis, 

conforme visto nas áreas circundadas onde existe a presença de hifa/levedura. 
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Figura 16 – Análise da filamentação in vivo no modelo invertebrado de G. 

mellonella, nos períodos de 0 h (após injeção), 06 h e 12 h de infecção de C. 

albicans e em associação com S. mitis (Ca x Sm) e C. albicans com S. sanguinis 

(Ca x Ss) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: letras iguais indicam que não houve diferença estatística. (teste de Tukey, p < 0,05).  
Fonte: Dados analisados pelo GraphPad Prism 5. 
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Figura 17 – Análise histológica do corpo gorduroso de G. mellonella no período 

de 0 h (após injeção) no aumento de 40x – coloração ácido periódico de schiff 

(PAS) 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

Legenda: A) C. albicans; B) C. albicans associado com S. mitis; C) C. albicans associado com S. 

sanguinis. 

Fonte: Fotografias retiradas com o software Pannoramic Viewer (3DHITECH) . 

A 

B 
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Figura 18 – Análise histológica do corpo gorduroso de G. mellonella no período 

de 06 h de infecção no aumento de 40x – coloração PAS 
 

 
 

 
 

 
Legenda: A) C. albicans; B) C. albicans associado com S. mitis; C) C. albicans associado com S. 

sanguinis. 

Fonte: Fotografias retiradas com o software Pannoramic Viewer (3DHITECH). 

B 

C 
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Figura 19 – Análise histológica do corpo gorduroso de G. mellonella no período 

de 12 h de infecção no aumento de 40x – coloração PAS 

 

 
 

 
 

 
 

Legenda: A) C. albicans; B) C. albicans associado com S. mitis; C) C. albicans associado com S. 

sanguinis. 

Fonte: Fotografias retiradas com o software Pannoramic Viewer (3DHITECH). 

B 

C 
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6 DISCUSSÃO 

 

O biofilme consiste em uma ou mais comunidades de micro-

organismos organizados, embebidos em uma matriz ou glicocálice, que 

recobrem uma superfície sólida, biótica ou abiótica (Costerton et al., 1995; 

Cieplik et al., 2014; Struzycka et al., 2014; Katharios-Lanwermeyer et al., 2014; 

Wu et al., 2014).  

 A formação de biofilme dentário, tanto por bactérias, quanto por 

fungos representa um mecanismo de sobrevivência para os micro-organismos na 

cavidade bucal (ten Cate et al., 2009; Wright et al., 2013). Os micro-organismos 

em biofilmes se apresentam encapsulados em uma matriz de glicoproteínas e 

polissacarídeos, produzidos pelos componentes microbianos (ten Cate et al., 

2009).  

 No presente trabalho avaliamos a interação in vitro entre S. mitis e 

S. sanguinis com C. albicans na formação de biofilme avaliando-se UFC/mL, 

afim de compreender melhor como os estreptococos interagem com C. albicans 

na formação do biofilme, já que as relações dos micro-organismos em biofilme, 

poderão favorecer ou inibir o crescimento de uma espécie ou ambas.  

 O conhecimento sobre como os micro-organismos competem um 

com o outro, bem como sua possível relação antagonista e os mecanismos 

naturais de cada um, poderá possibilitar no futuro a descoberta de novas 

estratégias terapêuticas para a infecções de seres humanos (Peleg et al., 2010). 

 Os resultados apresentados na formação do biofilme in vitro em 

ambas as interações C. albicans e S. mitis (Ca x Sm) (p = 0,0001) e C. albicans 

e S. sanguinis (Ca x Ss) (p = 0,0001) apresentaram diferença estatisticamente 

significante, demostrando que os estreptococos influenciaram reduzindo os 

biofilmes formados por C. albicans, em comparação aos biofilmes isolados 

desta levedura, em 79,37% quando associado com S. mitis e 71,44% na 
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associação com S. sanguinis. Esses dados corroboram com os resultados 

apresentados por Domingues (2014), que realizou a mesma análise do nosso 

estudo, com os mesmos micro-organismos, apresentando redução de 60,3% e 

66,3% respectivamente. 

 A filamentação in vitro também foi analisada no nosso estudo, após 

24 h de incubação, mesmo período de análise do biofilme. Os resultados 

apresentados demonstraram que a interação Ca x Sm foi capaz de inibir a 

filamentação de C. albicans, com diferença estatística significante (p = 0,0006), 

entretanto a interação com S. mitis não foi capaz de inibir a filamentação da 

mesma forma (p = 0,1554). 

 Apesar de ser um comensal, C. albicans é um fungo oportunista, 

no qual em condições de imunidade comprometida por seu hospedeiro, podem 

causar candidoses e candidemias. As espécies de Candida colonizam cateteres 

venosos centrais, permitindo um acesso fácil a corrente sanguínea, 

representando uma problemática relacionada ao combate da infecção 

(Eggimann et al., 2003; Pfaller et al., 2012; Colombo et al., 2013; Mayer et al., 

2013; Sun et al., 2015; Timsit et al., 2015). 

 Os mecanismos de virulência pelo qual a espécie C. albicans 

desencadeia o início das doenças, ainda não está totalmente esclarecido, porém 

alguns fatores predisponentes como; capacidade de aderência, produção de 

hifas ou pseudo-hifas, produção de enzimas hidrolíticas (proteases e 

fosfolipases) e formação de biofilme nos indicam pela literatura que são 

variáveis e dependentes de fatores relacionados ao hospedeiro (Zarei et al., 

2010; Vinitha et al., 2011; Jacobsen et al., 2012; Mayer et al., 2013).  

 A capacidade de aderência representa um fator determinante para 

que Candida spp. obtenha sucesso na colonização de células hospedeiras e 

formação de biofilme, que protege as células da levedura em condições não 

favoráveis e consequentemente, proporciona maior probabilidade de causar 
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doença (Donohue et al., 2011). 

 A adesão de C. albicans é mediada por uma interação com o 

receptor das células hospedeiras por meio de adesinas, proteínas presentes na 

sua complexa parede celular. As adesinas são capazes de reconhecer 

glicolípidios e carboidratos da célula hospedeira e mediar sua ligação (Coleman 

et al., 2009; Donohue et al., 2011). 

 A habilidade de C. albicans na formação de biofilme também tem 

sido associada com a presença da regulação de transcrição de genes 

(Stichternoth, Ernest, 2009; Finkel, Mitchell; 2011).  

 A análise da expressão gênica de C. albicans foi realizada no 

presente estudo por meio da técnica de PCR em tempo real, que permite a 

quantificação relativa da expressão dos genes utilizados no presente estudo. 

Primeiramente foi realizada a escolha do gene normalizador, sendo analisados a 

expressão de quatro genes: ACT1, LSC2, PMA1 e RIP1. Esses genes foram 

avaliados pelo software ExpressionSuite que analisa a estabilidade do gene. 

Com base nos resultados, o gene de escolha foi ACT1. 

 Após a escolha do gene normalizador, foi realizada a análise dos 

genes alvos: ALS1, ALS3, HWP1 (genes de aderência) e BCR1, CPH1 e EFG1 

(genes de formação de biofilme). Os genes de aderência ALS1, ALS3, HWP1 

foram super expressos na interação C. albicans com S. mitis, bem como ALS3 e 

HWP1 na interação com S. sanguinis. Apenas o gene ALS1 foi subexpresso na 

interação com S. sanguinis. 

 A família do gene ALS codificam 8 glicoproteínas da superfície 

celular, constituídas de glicosilfosfatilinositol (GPI-Ps). As proteínas ancoradas 

por GPI-Ps estão envolvidos nos aspectos da interação patógeno-hospedeiro, 

como a própria adesão e até mesmo invasão das células do hospedeiro em 

questão (Hoyer, 2001; Nailis et al., 2006; Garcia-Sánchez et al., 2004; 

Murciano, 2012; Sheppard et al., 2014). 
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 As proteínas codificadas pelos genes ALS1 e ALS3 são da família 

ALS, o primeiro tem se mostrado até o momento expresso de maneira 

abundante em vários modelos de candidoses, onde é capaz de codificar 

proteínas de ligação tanto em células epiteliais, quanto endoteliais (Sheppard et 

al., 2014; Cheng et al., 2005; Donohue et al., 2011). 

 Fazem parte da família HWP, os genes HWP1, HWP2 e o RBT1, 

sendo que, suas proteínas são necessárias para aderência à superfície das células 

hospedeiras, formação de biofilme e agregação celular (de Groot et al., 2013).  

 A presença do gene HWP1 permite que C. albicans consiga se 

aderir de forma firme às células da cavidade bucal, por meio de uma ligação 

cruzada da enzima transglutaminase e as proteínas epiteliais celulares 

(Sundstrom et al., 2002). 

 Com relação a expressão dos genes de formação de biofilme neste 

estudo, a interação de C. albicans com S. mitis super expressou os genes BRC1, 

CPH1 e EFG1. Todavia, os mesmos genes foram subexpressos na interação 

com S. sanguinis. 

 No mecanismo de regulação gênica de C. albicans, o gene EFG1 

possui a função de regular um número grande de genes, e um deles é o gene 

CPH1 analisado no presente estudo. O CPH1 é relacionado com filamentação e 

mudança fenotípica em C. albicans. Estudos apontam que a deleção do referido 

gene, provoca efeito de grande redução na formação de hifas, ou até mesmo 

ausência da sua formação (Staniszewska et al., 2013; Wartenberg et al., 2014; 

Maiti et al., 2015). 

 Estudos in vitro, tem possibilitado o entendimento das interações e 

mecanismo de ação entre os micro-organismos. Modelos murinos foram 

também largamente utilizados para esta finalidade, porém, suas limitações 

éticas, custo elevado e necessidade de local adequado e treinamento 

especializado para seu manejo tem levado à utilização de outros modelos 
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alternativos. 

 Uma variedade de modelos invertebrados, como G. mellonella 

(lagarta da mariposa), Drosophila melanogaster (mosca da fruta), Manduca 

sexta (verme do tabaco) e Bombyx mori (verme da ceda), insetos que possuem 

muitas vantagens, incluindo facilidade de inoculação, na necessidade de 

apuração por comitê de ética, uso em larga escala levou a utilização destes  

modelos para estudo de interações microbianas (Kavanagh, Reeves, 2004; 

Fuchs, Mylonakis, 2006). Além destas vantagens os resultados utilizando 

modelos invertebrados podem ser obtidos dentro de espaço de tempo 

relativamente curto (24 a 48 h) (Kemp, Massay, 2007). 

 O modelo escolhido no presente estudo foi a G. mellonella, obtida 

de criadouro próprio. Este modelo foi utilizado inicialmente para estudo de 

fungos entomopatogênicos, ou seja, fungos que parasitam insetos (Gotz et al., 

1997), e atualmente tem se demonstrado um excelente modelo invertebrado 

para estudos de infecções humanas causadas por bactérias (Lopez-Hernández et 

al., 2015; Olszak et al., 2015; Pereira et al., 2015; Giannouli et al., 2014), 

fungos (Arvanitis et al., 2013; Sherry et al., 2014; Zdybicka-Barabas et al., 

2015) e relacionadas ao estudo de eficácia e resistência à antimicrobianos (Hill 

et al., 2014; Yang et al., 2014). 

 Em nosso estudo, avaliamos os efeitos in vivo de S. mitis e S. 

sanguinis sobre a candidose experimental em G. mellonella. Os períodos de 

infecção analisados em ambos os ensaios, foram de 0 h, 6 h e 12 h. A interação 

de Ca x Sm apresentou diferença estatística significante (p = 0,0001), 

entretanto a interação com S. sanguinis não apresentou os mesmos valores (p= 

0,2318). Nos períodos de infecção de 6 h nos respectivos grupos, não foram 

apresentados resultados estatisticamente significantes; Ca x Sm (p = 0,1372) e 

Ca x Ss (p = 0,7984). O mesmo ocorreu no tempo de 12 h de infecção Ca x Sm 

(p = 0,1740) e Ca x Ss (p = 0,1556). 
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 Apesar dos tempos de 6 h e 12 h não terem apresentado diferença 

estatística, quando analisamos os valores em porcentagem, verificamos que no 

período de 0 h, a interação com S. mitis e S. sanguinis, aumentou a filamentação 

de C. albicans em 13,67% e 2% respectivamente. Em 6 h, reduziu a 

filamentação em 8,70% e 3,92% e aumentou novamente a filamentação do 

fungo em 14,25% e 13,50% no período de 12 h. 

 No estudo realizado por Barbosa et al. (2016) que analisou a 

interação do Streptococcus mutans, pertencente ao grupo mutans, analisou a 

UFC/mL, após infecção em G. mellonella, entretanto nos períodos de 0 h, 08 h 

e 12 h. Os autores verificaram que no tempo de 0 h, o número de UFC/mL era 

de aproximadamente 6 Log, decaindo para 4-5 Log depois de 08 h e 

aumentando para 6 Log depois de 12 h. Contudo assim como nosso estudo, não 

houve diferença estatisticamente significante entre a interação e o grupo 

controle. 

 O ensaio realizado para filamentação in vivo, onde as áreas de hifas 

e leveduras de cada corte histológico foram somadas e o resultado convertido 

para logaritmo de base 10 para realização da análise estatística, em nenhum dos 

períodos de infecção (0 h, 6 h e 12 h) apresentou diferença estatisticamente 

significante. 

 As interpretações dos resultados, parecem indicar um aumento da 

virulência de C. albicans quando encontra-se em associação com S. mitis, visto 

que esta interação super expressou todos os genes analisados, tanto de formação 

de biofilme, quanto nos genes de aderência de Candida albicans. 

 Jenkinson et al. (1990) demonstrou que a interação de Candida 

com os estreptococos, está no aproveitamento do lactato, proveniente do 

metabolismo dos estreptococos, utilizando o metabolito descartado como fonte 

de carbono. Recentemente o mesmo autor, publicou um estudo com Xu et al. 

(2014b) para esclarecer ainda mais o mecanismo complexo de interação 
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Streptococcus-Candida. Quando analisamos a interação com S. sanguinis, os 

resultados parecem indicar uma diminuição da virulência de C. albicans ou 

atuação com a mesma protocooperação. Esta interação parece poder promover 

aderência de C. albicans a colonizadores pioneiros do biofilme com 

aproveitamento de nutrientes. 

 Os trabalhos de em O’Sullivan et al. (2000) e Xu et al. (2014b) 

apontam que a relação de C. albicans com S. sanguinis, é muito vantajosa para 

o fungo, em razão de que a levedura poderá se aderir/fixar no biofilme com 

maior facilidade. S. sanguinis é considerado como colonizador pioneiro do 

biofilme bucal humano; assim a aderência de C. albicans ao biofilme inicial 

contendo S. sanguinis facilita a presença da levedura no biofilme, pois não 

precisará competir com outros tipos de micro-organismos. Em nosso estudo a 

interação C. albicans com S. sanguinis não foi capaz de impedir a filamentação 

de C. albicans (p = 0,1554) o que nos leva a supor que o estreptococo não 

interferiu com o crescimento do biofilme “in vitro”. 

 Com relação a expressão de genes, acreditamos que pode diminuir 

a virulência de Candida, pois a interação subexpressou genes de formação de 

bifilme, por exemplo, entretanto, super expressou genes de aderência, como 

ALS3 e HWP1. 

 Apesar do nosso estudo não apresentar valores estatisticamente 

significantes, o modelo de G. mellonella, tem sido utilizado por vários estudos 

para determinar a virulência de Candida albicans e a eficácia do tratamento 

antifúngico, como o estudo realizado por Ribeiro et al. (2016) que avaliou os 

potenciais efeitos anti-Candida do sobrenadantede Lactobacillus rhamnosus no 

modelo in vivo.  

 Os autores observaram que o tratamento com sobrenadante 

aumentou em 80% a sobrevivência de G. mellonella infectadas com C. 

albicans.  
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 Em Aneja et al. (2016), os autores empregaram o modelo de G. 

mellonella, para estudo da síntese de novos híbridos de triazol-aminoácidos 

com potente actividade inibitória in vitro e in vivo contra espécies de Candida. 

  Segundo Aneja et al. (2016), os estudos sobre as larvas de Galleria 

mellonella mostraram que os inibidores de chumbo 68 e 70, selecionados no 

estudo, não eram tóxicos, não provocaram resposta imune e reduziram 

significativamente a proliferação de Candida in vivo, demonstrando que o 

modelo é eficaz não apenas para estudos de potenciais de virulência, entretanto, 

também, para análise de potencial antifúngico de determinados fármacos.  

 De acordo com nossos resultados, salientamos a importância de 

maiores estudos que analisem a interação de C. albicans no modelo, em 

interação com S. mitis e S. sanguinis, visto que nosso estudo é um dos primeiros 

até o presente momento que analisou essa interação. Estudos que analisam 

apenas fatores de virulência dos estreptococcus (Evans, Rozen, 2012; Loh et al., 

2013) foram realizados, entretanto sem a interação com a levedura do gênero 

Candida. 
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7 CONCLUSÃO 

 

 

Diante dos resultados obtidos conclui-se que: 

 

a) Nos estudos in vitro, S. mitis e S. sanguinis foram capazes de diminuir 

a quantidade de C. albicans no biofilme. A interação C. albicans com 

S. mitis inibiu a filamentação da mesma; 

b) Na análise da expressão gênica, a interação S. mitis com C. albicans, 

aumentou a expressão dos genes de aderência ALS1, ALS3 e HWP1. 

Na associação com S. sanguinis os genes ALS3 e HWP1 também 

aumentaram sua expressão. Com relação aos genes de formação de 

biofilme, BRC1, CPH1 e EFG1, apenas na interação com S. mitis 

houve aumento da expressão destes genes; 

c) Em G. mellonella, não foi possível observar ação de inibição pelos 

estreptococos no modelo experimental in vivo na filamentação de C. 

albicans nos tecidos e na contagem de UFC/mL.  
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