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RESUMO 
 
Candida albicans é uma levedura comensal de diferentes sítios anatômicos do 
homem, porém, em casos de imunodebilidades do hospedeiro tornam-se 
patogênicas, acometendo principalmente mucosas orofaríngeas e do trato 
urogenital. Um dos principais problemas enfrentados atualmente em relação às 
infecções causadas por este fungo é a formação do biofilme, uma comunidade 
microbiana composta por células de uma ou mais espécies protegida por uma matriz 
extracelular e que apresenta fenótipo diferente em relação às células planctônicas. 
No caso de mulheres, além de C. albicans, a bactéria Streptococcus agalactiae, 
produtora de ácido lático, podem causar infecções na mucosa vulvovaginal e 
estudos iniciais indicam que estes dois micro-organismos podem formar biofilmes 
mistos. Assim, o presente estudo utilizou dados de transcriptoma de C. albicans 
cultivada na presença de ácido lático e inferiu, utilizando o software DimReduction, 
redes de regulação da expressão de genes relacionados à formação de biofilme 
nesta levedura a partir 3 genes alvos: GPD2 (orf19.691), ACH1 (orf19.3171) e GCN4 
(orf19.1358). Após a análise das 3 redes de regulação foi possível afirmar que a 
inferência estatística que apresentou maior correlação com a inferência biológica da 
formação do biofilme em C. albicans foi a que continha os genes GCN4 (orf19.1358), 
SEC6 (orf19.5463), GPX2 (orf19.85), orf19.7490, CTP1 (Orf19.5870) e Orf19.6668. 
Estes genes estão relacionados, principalmente, à adesão, formação de hifas, 
produção da matriz extracelular, via metabólica de carboidratos e ciclo celular, 
necessários para a formação e maturação do biofilme. Estes dados abrem 
perspectivas para o entendimento molecular da influência do ácido lático na 
formação do biofilme em C. albicans. 
 
Palavras-chave: Biofilme misto. Transcriptoma. Redes de regulação. 
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ABSTRACT 

 

Candida albicans is commensal yeast of different anatomical sites of man, but in host 
imunosuppressed cases become pathogenic, affecting mainly oropharyngeal mucosa 
and urogenital tract. One of the main problems faced today in relation to infections 
caused by this fungus is the formation of the biofilm, a microbial community 
consisting of cells from one or more species protected by an extracellular matrix and 
with different phenotype compared to planktonic cells. In the case of women, beyond 
C. albicans, Streptococcus agalactiae bacteria, producing lactic acid, can cause 
infections vulvovaginal mucous membrane and initial studies indicate that these two 
micro-organisms can form mixed biofilms. Thus, the present study used data 
transcriptome of C. albicans cultured in the presence of lactic acid and inferred using 
the software DimReduction, predictions networks of gene expression related to the 
formation of this biofilm yeast target genes from 3: GPD2 (orf19 .691), ACH1 
(orf19.3171) and GCN4 (orf19.1358). After reviewing the 3 networks of regulation 
was possible to state that the statistical inference with the highest correlation with 
biological inference of biofilm formation in C. albicans was that contained the GCN4 
gene (orf19.1358) SEC6 (orf19.5463), GPX2 (orf19.85) orf19.7490, CTP1 
(Orf19.5870) and Orf19.6668. These genes are related mainly to membership, 
hyphae formation, and extracellular matrix production, metabolic pathway of 
carbohydrates and cell cycle necessary for the formation and maturation of biofilm. 
These data open up prospects for the molecular understanding of the influence of 
lactic acid in the formation of biofilms in C. albicans. 
 
Keywords: mixed Biofilm. Transcriptome. Regulatory networks. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Nas últimas décadas ocorreu um aumento significativo na incidência de 

infecções fúngicas em humanos, estas podem ser classificadas como superficiais 

(pele, mucosas, cabelo e unhas) ou sistêmicas, quando envolvem vários órgãos 

(RÜPING et al., 2008; LASS-FLÖRL, 2009). Acredita-se que este fato esteja 

ocorrendo devido à crescente população de pacientes imunossuprimidos, incluindo 

aqueles com câncer, receptores de transplantes de órgãos sólidos e de células 

hematopoiéticas, portadores do HIV, neonatos prematuros, idosos e pacientes em 

recuperação de cirurgias altamente invasivas (WARNOCK, 2007; WALSH et al., 

2008). Nota-se que os avanços nas terapias medicinais, como a quimioterapia para 

pacientes com câncer, o uso de medicamentos imunossupressores e o amplo uso 

de antibacterianos, podem melhorar a doença primária, mas também submeter os 

pacientes a um alto risco de aquisição de infecções fúngicas (RICHARDSON; LASS-

FLÖRL, 2008). Dentre as espécies de fungos mais prevalentes, leveduras do gênero 

Candida apresentam destaque nas infecções fúngicas, sendo que Candida albicans 

ainda é a principal espécie relacionada a infecções sistêmicas (RUHNKE, 2006; 

LUQUE et al., 2009; NUCCI et al., 2013). Sítios anatômicos comuns dessas 

leveduras em humanos incluem o trato gastrointestinal, geniturinário e a pele 

(ACHKAR; FRIES, 2010; FERRER, 2000; SAMARANAYAKE; MACFARLANE, 

1990), sendo que metade da população humana é colonizada por Candida spp. nas 

suas cavidades orais, principalmente (SAMARANAYAKE; MACFARLANE, 1990).  

Um outro grupo de risco para infecções por esta levedura são as mulheres 

grávidas, que apresentam duplo aumento na prevalência da colonização vaginal por 

espécies de Candida em comparação com mulheres não-gestantes. Esta 

associação é influenciada, principalmente, pelo aumento dos níveis de estrogênios 

circulantes, deposição de glicogênio e outros substratos presentes na vagina 

durante a gravidez (HAY; CZEIZEL, 2007), que promovem a adesão da levedura e 

penetração na mucosa (FERRER, 2000). Leveduras presentes neste sítio anatômico 

se tornam patogênicas quando a colonização no hospedeiro é favorável ao seu 

desenvolvimento (HETTIARACHCHI et al., 2010; SOUZA et al., 2009). 

Adicionalmente, Streptococcus agalactiae, um coco Gram-positivo fermentador, com 

produção de ácido lático, é um comum colonizante do trato gastrointestinal e 

geniturinário de indivíduos saudáveis sem causar sintomas de doenças, sendo parte 
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da microbiota normal de muitas mulheres (DANDO et al., 2014; DORAN; NIZET, 

2004; GIBBS; SCHRAG; SCHUCHAT, 2004; MCCORD et al., 2001). Em sua forma 

invasiva pode acometer mulheres grávidas, neonatos ou adultos não-gestantes 

(KROHN; HILLIER; BAKER, 1999; PHARES et al., 2008).  

A maioria dos quadros de candidíase vulvovaginal está associada à 

formação de biofilme, seja em superfície abiótica (dispositivos médicos: cateteres, 

próteses, marca-passo) ou biótica (epitélio). Esse processo pode ocorrer em 

resposta a diversos sinais, tais como, alta densidade celular, pH, escassez de 

nutrientes e estresse físico ambiental (DONLAN; CONSTERTON, 2002; DOUGLAS, 

2003; RAMAGE et al., 2006). O biofilme é formado por células sésseis aderidas a 

um substrato e envoltas em uma matriz extracelular. As células sésseis apresentam 

fenótipo alterado principalmente em relação à taxa de crescimento e a resistência 

aos agentes antimicrobianos, e aos mecanismos de defesa do hospedeiro 

(DONLAN; CONSTERTON, 2002; SENEVIRATNE; JIN; SAMARANAYAKE, 2008). 

Dessa forma, infecções associadas à formação de biofilme são de difícil tratamento, 

o que pode contribuir para o aumento da taxa de mortalidade de pacientes com 

candidemia (TUMBARELLO et al., 2007; 2012). 

Estudos anteriores sobre biofilme têm se baseado em apenas um único tipo 

de microrganismo (BIZERRA et al., 2008; COSTERTON; MONTANARO; ARCIOLA, 

2005). Os biofilmes podem ser compostos por uma única espécie microbiana ou 

mais comumente, espécies mistas, tais como bactérias e fungos, formando as 

comunidades de biofilme polimicrobianas (COSTERTON; STEWART; 

GREENBERG, 1999; JENKINSON; DOUGLAS, 2002), em que podem ocorrer 

interações sinérgicas, mutualistas e antagônicas entre os microrganismos 

(KURAMITSU et al., 2007; THEIN; SAMARANAYAKE; SAMARANAYAKE, 2006). 

Espécies bacterianas e populações fúngicas modulam seu comportamento 

coletivo usando sinais extracelulares conhecidos como moléculas quorum-sensing 

(CUGINI et al., 2007; HORNBY et al., 2001). Esta regulação ocorre em resposta à 

densidade celular e também outros fatores abióticos. Os processos como co-

agregação e formação de biofilme promovem a síntese e secreção de moléculas 

quorum-sensing, aumentando a probabilidade de células vizinhas em detectar os 

sinais para induzir uma resposta (HORNBY et al., 2001). 

Dado que há significantes taxas de mulheres colonizadas por Candida 
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albicans e Streptococcus agalactiae, e que os biofilmes estão relacionados com 

maior frequência e gravidade das infecções microbianas humanas, há uma 

necessidade de compreender o comportamento do biofilme, principalmente os de 

comunidade mista, já que o modelo de biofilme monoespécie, muitas vezes, não 

representa as comunidades multi-espécies de bactérias e fungos encontrados 

prevalentemente no processo da doença. Uma vez que é conhecido também o perfil 

metabólico de S. agalactiae em relação à produção de ácido lático, o presente 

estudo teve como objetivo inferir uma rede de regulação da expressão de genes 

relacionados ao biofilme de Candida albicans quando submetidos ao tratamento 

com ácido lático. Assim, foram utilizados dados de transcriptoma, depositados em 

banco de dados, obtidos a partir de células de Candida albicans cultivadas na 

presença de ácido lático. Em seguida, esses dados foram submetidos ao tratamento 

computacional para o estabelecimento das redes de regulação utilizando genes 

alvos. Ao final, a inferência estatística foi analisada em termos biológicos e os 

dados discutidos utilizando publicações de pesquisas experimentais. 
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2 DESENVOLVIMENTO 

 

2.1 Biofilme de Candida albicans  

 

Espécies do gênero Candida podem ser comumente encontradas como 

comensais em vários sítios anatômicos de indivíduos saudáveis podendo, inclusive, 

atingir altas densidades celulares sem sintomas de doença (KAM; XU 2002; SOLL 

2002). Entretanto, membros deste gênero são os mais frequentes causadores de 

infecções, correspondendo a 80% das doenças invasivas, sendo a quarta causa 

mais comum de infecções da corrente sanguínea. Também se constituem como 

principais responsáveis por infecções fúngicas no trato urinário, candidíase 

vulvovaginal e orofaríngea (LUNDSTROM; SOBEL, 2001; COLOMBO et al., 2006; 

RUHNKE, 2006; PFALLER; DIEKEMA 2007; ASMUNDSDÓTTIR et al., 2008; 

CASTÓN-OSORIO et al., 2008; CONCIA et al., 2009; HORN et al., 2009; 

RODRÍGUEZ et al., 2010; SILVA et al., 2012). 

Na natureza, os microrganismos existem em uma forma muito diferente das 

cepas laboratoriais cultivadas artificialmente, onde há meios líquidos e solidificados 

enriquecidos. Para conseguirem sobreviver dentro de ambientes hostis como 

aqueles encontrados no tecido do hospedeiro, expostos a anticorpos e fagócitos, ou 

em uma superfície inerte exposta a condições inóspitas como luz UV, dessecação, 

calor, frio, eles se adaptaram formando populações aderentes, as células sésseis. 

Uma ampla coleção desse grupo de células aderidas à superfície é chamada de 

biofilme microbiano (COSTERTON; STEWART; GREENBERG, 1999; MAH; 

O’TOLLE, 2001; PROSSER et al., 1987). 

Assim, o biofilme microbiano pode ser definido como uma comunidade séssil 

de uma ou mais espécies de micro-organismos, caracterizado por células que estão 

ligadas a superfícies abióticas ou bióticas. São envoltos em uma matriz extracelular 

de carboidratos ou exopolissacarídeos que eles produzem, formando uma 

arquitetura tridimensional complexa (COSTERTON et al., 1995; FLEMMING; 

WINGENDER, 2010; HARRIOTT; NOVERR, 2011; SAMARANAYAKE, 2006). 

Células em biofilmes exibem um fenótipo alterado com relação à taxa de 

crescimento e a transcrição de genes, diferente do modo planctônico de crescimento 

(DONLAN; COSTERTON, 2002). Além disso, o biofilme apresenta resistência 

aumentada às defesas do hospedeiro e ataques de agentes antimicrobianos, 
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contribuindo para a patogênese de muitas doenças infecciosas (CHANDRA et al., 

2001; COSTERTON et al., 1995; MAH; O’TOLLE, 2001; O’TOLLE; KAPLAN; 

KOLTER, 2000). Os mecanismos responsáveis pela resistência aos antimicrobianos 

são vários: penetração retardada do agente antimicrobiano através da matriz do 

biofilme, taxa alterada de crescimento das células sésseis, as quais crescem mais 

lentamente do que as células planctônicas, presença de células persistentes, 

aquisição e/ou expressão (aumentada) de genes que codificam resistência aos 

antimicrobianos (BIZERRA et al., 2008; DONLAN; COSTERTON, 2002; LEWIS, 

2008; PETERSON et al., 2015; RAMAGE et al., 2012). 

Processos físicos, biológicos e químicos estão envolvidos na formação do 

biofilme (PARK et al., 2014), como composição do meio de cultivo, temperatura, 

presença de agentes antimicrobianos, inóculo, tipo de micro-organismo, número de 

células, hidrodinâmica, taxa do fluxo, presença de cisalhamento, substrato, 

rugosidade e química do material (DONLAN; COSTERTON, 2002, HO et al., 2013; 

ROSINI; MARGARIT, 2015). 

Os biofilmes podem se formar em dispositivos médicos, bem como em tecidos 

de mucosas do hospedeiro (BIZERRA et al., 2008; HARRIOTT; NOVERR, 2011; 

RAMAGE; MARTÍNEZ; LÓPEZ-RIBOT, 2006). Podem atuar como reservatórios de 

microrganismos patogênicos, favorecendo a disseminação da infecção para outros 

locais do corpo (COLOMBO et al., 1999; SMITH et al., 2003). Estima-se que mais da 

metade das infecções hospitalares estão associadas a biofilmes (COSTERTON; 

STEWART; GREENBERG, 1999). Entretanto, o exato processo pelos quais os 

micro-organismos de biofilmes provocam doença no hospedeiro humano ainda é mal 

compreendido. Mecanismos sugeridos incluem: destacamento das células ou de 

agregados de células de biofilmes de dispositivos médicos, resultando em infecções 

na corrente sanguínea ou do trato urinário, produção de endotoxinas, resistência ao 

sistema imune do hospedeiro, e fornecimento de um nicho para a geração de 

organismos resistentes (DONLAN; COSTERTON, 2002). 

A formação de biofilme em C. albicans ocorre em três fases. A primeira fase é 

a adesão a uma superfície, que começa após a incubação. Esta fase de adesão 

inicial é regulada por fatores não-específicos, como a interação hidrofóbica ou 

eletrostática, e fatores específicos através de receptores como fibrinogênio e 

fibronectina (CHANDRA et al., 2001; NETT; ANDES, 2006). A segunda fase é o 

processo no qual as C. albicans aderidas continuamente multiplicam-se e as células 
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de levedura se transformam em hifas que, em seguida, formam estruturas 

tridimensionais, geralmente compostas de leveduras, pseudohifas, e hifas (BAILLIE; 

DOUGLAS, 1999; KOJIC; DAROUICHE, 2004). A última fase de maturação é o 

processo de aumento quantitativo de substâncias extracelulares (HANSEN et al., 

2007). O polimorfismo de C. albicans serve como um fator importante que influencia 

a formação de biofilme (AAS et al., 2005; MANSON; RAUCH; GILMORE, 2008).  

Diferentes trabalhos têm mostrado que vários genes apresentam expressão 

diferencial durante a formação do biofilme, sendo necessários durante as fases de 

formação, como EFG1, um regulador do desenvolvimento da filamentação (STOLDT 

et al., 1997; SOHN et al., 2003; LIN et al., 2013), o gene ACE2, um fator 

transcricional que regula a expressão de quitinase e proteínas da parede celular 

(KELLY et al., 2004; NETT et al., 2009), EAP1, responsável pela produção de uma 

proteína associada à parede celular (LI et al., 2007; KUCHARIKOVA et al., 2011), 

HWP1, que também codifica uma proteína associada à parede celular, aumenta a 

capacidade de adesão e formação de biofilme em poliestireno (GRANGER et al., 

2005; ENE, BENNETT, 2009), CPH1, relacionados ao processo de filamentação, 

processo importante na formação do biofilme (LO et al., 1997; LEWIS et al., 2002; 

RAMAGE et al., 2002; LIN et al., 2013), BCR1, um fator transcricional, requerido na 

formação de biofilme (NOBILE, MITCHELL, 2005; NOBILE et al., 2006; SRIKANTHA 

et al., 2013), PGA10, gene relacionado a aderência (PÉREZ et al., 2006; 

BONHOMME et al., 2011). 

Alguns genes estão relacionados à biomassa produzida durante a formação 

do biofilme, como ALS3 (NOBILE et al., 2006), BCR1 (NOBILE; MITCHELL, 2005; 

NOBILE et al., 2006), GCN4 (GARCIA-SANCHEZ et al., 2004), KEM1, MDS3, 

NUP85, SUV3 (RICHARD et al., 2005), TEC1 (NOBILE; MITCHEL, 2005), CPH1 

(LEWIS et al., 2002; RAMAGE et al., 2002), MKC1 (KUMAMOTO, 2005), CHK1 

(KRUPPA et al., 2004; NOBILE et al., 2012) 

Estudos anteriores sobre biofilme de Candida albicans têm se baseado 

apenas em sua formação isolada (BIZERRA et al., 2008; COSTERTON; 

MONTANARO; ARCIOLA, 2005), porém os biofilmes podem ser compostos por uma 

única espécie microbiana ou, mais comumente, espécies mistas, tais como bactérias 

e fungos, formando as comunidades de biofilme polimicrobianas (COSTERTON; 

STEWART; GREENBERG, 1999; JENKINSON; DOUGLAS, 2002), em que podem 

ocorrer interações sinérgicas entre os micro-organismos (KURAMITSU et al., 2007; 
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THEIN; SAMARANAYAKE; SAMARANAYAKE, 2006), que modulam seu 

comportamento coletivo usando sinais extracelulares conhecidos como moléculas 

quorum-sensing (CUGINI et al., 2007; HORNBY et al., 2001), aumentando a 

probabilidade de células vizinhas em detectar os sinais para induzir uma resposta 

(HORNBY et al., 2001). 

A formação desses biofilmes mistos apresenta um ambiente protegido, 

permitindo maior sobrevivência a agressões externas e facilita diferentes interações 

bacterianas-fúngicas (DOUGLAS, 2003; SHIRTLIFF; PETERS; JABRA-RIZK, 2009). 

O resultado clínico deste misto de interação é que as infecções aumentam a 

frequência e a gravidade da doença (SHIRTLIFF; PETERS; JABRA-RIZK, 2009) 

com taxas de mortalidade significativamente mais elevadas (70%) quando 

comparados com as infecções causadas por uma única espécie do micro-organismo 

(23%) (FAIX; KOVARIK, 1989). 

C. albicans é o microrganismo mais comumente detectado em associação 

com bactérias (DOUGLAS, 2003). Porém a arquitetura do biofilme e as 

consequentes funções biológicas destas associações não têm sido identificadas com 

precisão porque ainda não são bem compreendidas as interações entre as cepas 

criadas a partir de um ambiente de incubação mista (PARK et al., 2014). 

Por causa da heterogeneidade das espécies dentro de biofilmes 

polimicrobianos, tem sido difícil avaliar a relevância e contribuição de espécies 

individuais para a patogênese da doença. No entanto, com a utilização de técnicas 

tradicionais e computacionais, é possível aumentar a compreensão do processo 

sinérgico desta associação, analisando os fatores moleculares que influenciam a 

estabilidade da formação do biofilme misto. 

 

 

2.2 Metodologia 

 

2.2.1 Seleção do grupo de dados do transcriptoma de Candida albicans 

 

 Inicialmente foi realizada uma análise no banco de dados Gene Expression 

Omnibus (GEO) do National Center for Biotechnology Information (NCBI) utilizando 

os descritores Candida albicans e bacterial microbiota, uma vez que o foco da 

análise é a influência de micro-organismos da microbiota de mucosas sobre o 
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crescimento e biofilme de Candida albicans. Assim, foi então selecionado o estudo 

“The Transcriptional Stress Response of Candida albicans to Weak Organic Acids” 

(COTTIER et al., 2015), publicado no ano de 2015 na Revista G3 (Bethesda) – 

Genes, Genomes and Genetics. O estudo em questão avaliou a influência de ácidos 

fracos, abundantes metabólitos produzidos por bactérias da microbiota de mucosas, 

sobre o crescimento de Candida albicans (SC5314). Foi utilizada a estratégia de 

sequenciamento da resposta transcricional de Candida albicans submetida ao 

tratamento de ácidos lático, acético, propiônico e butírico em diferentes tempos de 

cultivo. Os dados evidenciaram uma resposta transcricional diferente para cada tipo 

de ácido, em condições agudas e crônicas, com genes exclusivamente presentes 

em cada tipo de tratamento, sugerindo que metabólitos produzidos por outros micro-

organismos da microbiota influenciam a fisiologia da levedura Candida albicans, 

inclusive na interação parasito-hospedeiro, alterando o processo do equilíbrio saúde-

doença. 

 

 

2.2.2 Análise dos genes de Candida albicans exclusivamente expressos na 

presença de ácido lático e seleção dos genes relacionados à formação de 

biofilme 

 

 Para o início do processo de inferência de redes de regulação gênica, é 

necessário selecionar genes candidatos. Como critério de seleção, foram analisados 

genes de Candida albicans exclusivamente expressos na presença de ácido lático, 

um metabólito produzido também pela bactéria Streptococcus agalactiae. Em 

seguida, todos esses genes foram analisados por meio de informações presentes no 

banco de dados “Candida Genome Database” (www.candidagenome.org) e então 

selecionados os mais relacionados à produção de proteínas funcionais à adesão, 

formação de hifas e biofilme, um processo agravante nos casos de infecções 

causadas por estes micro-organismos. 
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2.2.3 Inferências das redes de regulação dos genes selecionados 

 

 Após selecionados os genes de interesse, conforme descrito no item anterior, 

os dados foram analisados utilizando o projeto DimReduction (LOPES et al., 2008), 

um software multiplataforma (Java) de código aberto com seleção de características 

genéticas, uma abordagem de reconhecimento de padrões que auxilia na escolha, 

de acordo com alguns critérios importantes, para explicar certos fenômenos 

biológicos, incluindo diferentes algoritmos com dimensionalidade e inferência, por 

meio de validação cruzada, de redes de regulação gênica. 

 A inferência dos relacionamentos entre os genes foi realizada observando 

apenas a expressão, logo os genes candidatos inferidos não necessitam de nenhum 

conhecimento a priori, gerando a possibilidade de descoberta de relações 

desconhecidas. 

 

 

2.3 Resultados e discussões 

 

2.3.1 Genes exclusivamente expressos na presença de ácido lático e seleção 

dos genes relacionados à formação de biofilme. 

 

A análise dos dados presentes na amostra inicial (artigo de referência) 

permitiu identificar os genes de Candida albicans (SC5314) expressos 

exclusivamente na presença de ácido lático e suas principais funções são 

apresentados no quadro abaixo (quadro 1). 

 

Quadro 1 - Genes (ORFs) de Candida albicans exclusivamente expressos na 

presença de ácido lático. 

No da ORF Descrição da função do gene (ORF) Referências 

ACH1 

Codificante da acetil-coA-hidrolase, proteína solúvel 
presente em hifas, antígeno humano, participante da 
adesão em poliestireno, associada à sinalização do 
farnesol, induzida pelo cetoconazol, prevalente na 
fase estacionária do crescimento. 
 

VYLKOVA et 
al., 2011 

ATP18 
Codificante da subunidade do complexo F1F0 ATP 
sintase. 
 

CABEZON et 
al., 2009 
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COX8 

Supostamente codificante da enzima citocromo C 
oxidase, induzida pela flucitosina (antifúngico), 
reprimida pela caspofungina (antifúngico) 
 

CABEZON et 
al., 2009 

CTA24 

Codificante de um suposto fator transcricional, 
reprimido pela proteínga Efg1, membro da família dos 
genes do telomero proximal, expressão aumentada 
em modelo de candidíase oral. 
 

ZAKIKHANY 
et al., 2007 

CTN1 

Codificante da carnitina acetil transferase, requerido 
no crescimento em fontes de carbono não 
fermentáveis, não presente no crescimento 
filamentoso ou no mecanismo de patogenicidade em 
camundongos, induzida na presença de macrófagos, 
participante da formação do biofilme. 
 

NOBILE et 
al., 2012 

CYB2 

Codificante de uma proteína supostamente precursora 
do citocromo B2, induzido na presence de ferro, 
reprimido em meio alcalino, regulado pelo gene SSN6, 
reprimido pelo gene HAP43 e induzido na formação 
do biofilme. 
 

NOBILE et 
al., 2012 

FUM12 

Supostamente codificante da fumarato hidratase, 
enzima do ciclo do ácido cítrico, induzido na presença 
de ferro, proteína presente nas fases exponencial e 
estacionário do crescimento. 
 

KUSCH et 
al., 2008 

GCN4 

Codificante de um fator transcricional, indução no 
anabolismo de aminoácidos, requerido na formação 
do biofilme e formação de hifas. 
 

NOBILE et 
al., 2012 

GCY1 

Produtor da aldo/ceto redutase, reprimido na presença 
do farnesol, prevalente na fase estacionária do 
crescimento, ausente na formação do biofilme. 
 

NOBILE et 
al. 2012 

GLX3 

Codificante da proteína ligante da imunoglobulina E, 
participante do estresse oxidative, prevalente na fase 
estacionária do  crescimento, participante da formação 
do biofilme. 
 

NOBILE et 
al. 2012 

GPD2 

Codificante da proteína da superfície celular, similar a 
glycerol-3P-desidrogenase, induzida no processo de 
regeneração da parede celular, induzida na presença 
de macrófagos e participante da formação do biofilme. 
 

DESAI et al., 
2013 

HGT10 

Produtor da glicerol permease, envolvida na captação 
de glicerol, induzida em processos de estresse 
osmótico, expressão reduzida em meio rico em 
glicose, participante do processo de regeneração da 
parede celular. 

SINGH et al 
2011 
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HGT8 

Codificante de uma proteína com alta afinidade por 
glicose, membro da superfamília de transporte de 
glicose e apresenta expressão aumentada na 
formação de biofilme. 
 

BONHOMME 
et al., 2011 

ITS2 
Região não codificante, participante da maturação do 
rRNA 18S, 5.8S e 25S rRNA  
 

JONES et 
al., 2004 

KGD1 

Codificante para uma proteína, supostamente, 2-
oxoglutarato-desidrogenase, regulada pelo gene 
EFG1 e HAP43, ausente na formação de hifas, 
prevalente na fase estacionária do crescimento, 
presente na formação do biofilme em cateter. 
 

SINGH et al 
2011 

LYS12 

Codificante da homoisocitrato desidrogenase, 
participante da via de biossíntese de lisina, expressão 
levemente diminuída na fase estacionária do 
crescimento e ausente na formação do biofilme. 
 

GABRIEL et 
al., 2013 

LYS22 

Codificante da homocitrato sintase, reprimida pelo 
óxido nítrico e hipóxia, expressão diminuída na fase 
estacionária do crescimento, induzida na presença de 
cetoconazol, induzida na formação do biofilme. 
 

GABRIEL; 
MILEWSKI, 

2016 

orf19.1389 

A proteína produzida por este gene é ortóloga da 
atividade de formação da calda poli-A, papel na 
atividade metabólica do mRNA e a proteína apresenta 
localização citoplasmática. 
 
 

CGD, 2010 

orf19.1480 

Suposto codificador da succinate desidrogenase, 
enzima do ciclo do ácido cítrico, expressão reduzida 
na presença de óxido nítrico, reprimido pelos genes 
EFG1 e HAP43. 
 

SINGH et al., 
2011 

orf19.1857 
Suposto codificador do ácido L-azetidina-2-carboxílico 
acetiltransferase. 
 

NOBILE et 
al., 2013 

orf19.200 
Suposto codificador de proteína ligante ao RNA, 
expressão reprimida na formação do biofilme. 
 

NOBILE et 
al., 2012 

orf19.3954.1 

Função ainda não estabelecida, gene ortólogo de C. 
parapsilosis (CDC317: CPAR2_101170), Candida 
tenuis (NRRLY-1498: 
CANTEDRAFT_113855), Debaryomyces hansenii 
(CBS767: DEHA2G20240g) e Pichia stipitis (Pignal: 
psti_CGOB_00174) 
 

CGD, 2010 

orf19.962 Codificante de uma proteína com domínio participante SINGH et al., 
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da ligação da RNA polimerase I ao sítio promotor, 
induzido pelo gene HAP43. 
 

2011 

OSM2 

Suposto codificador da enzima mitochondrial fumarato 
redutase,  
regulado por Ssn6p, GCN2P e Gcn4p, expressão 
diminuída pelo gene HOG1P, prevalente na fase 
estacionária do crescimento e reprimido pelo gene 
HAP43P. 
 

SINGH et al., 
2011 

PGA62 

Codificante de uma adesina presente na parede 
celular, induzido na presença de fluconazole, altas 
concentrações de ferro, durante a regeneração da 
parede celular, reprimido por CYR1 e RAS1 e induzido 
por TBF1. 
 

CHAUDHURI 
et al., 2011 

PYC2 

Suposto codificante da piruvato carboxilase, reprimido 
por SSK1, tratamento com benomil e alta expressão 
do gene MDR1, prevalente na fase estacionária do 
crescimento e reprimido na formação do biofilme. 
 

BONHOMME 
et al., 2011 

SIM1 

Codificante de uma proteína adesina, envolvida na 
manutenção da parede celular, possivelmente 
secretada e induzida na formação do biofilme. 
 

NOBILE et 
al., 2012 

TPM2 

Suposto codificante da proteína tropomiosina, 
regulada por Gcn4, reprimida em situações de baixa 
concentração de aminoácidos, induzida na presença 
de macrófagos, levemente expressa na fase 
estacionária do crescimento e reprimida na formação 
do biofilme. 
 

NOBILE et 
al., 2012 

 

Pela análise das funções descritas no quadro acima, os genes fortemente 

relacionados à aderência em superfícies, formação de hifas e maturação do biofilme 

são GPD2 (orf19.691), ACH1 (orf19.3171) e GCN4 (orf19.1358), utilizados para a 

inferência das redes de regulação pelo software DimReduction. 

 

 

2.3.2 Redes de regulação de genes alvos relacionados à formação de biofilme 

em Candida albicans na presença de ácido lático. 

 

 Após o processamento dos dados pelo software DimReduction, conforme os 

parâmetros previamente estabelecidos e utilizando os 3 genes candidatos 
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selecionados previamente, foi possível obter as prováveis redes de regulação, 

apresentadas nas figuras 1, 2 e 3. 

 

 

Figura 1: Rede de regulação inferida pelo software DimReduction utilizando o gene 

GPD2 como alvo da análise. 

 

 A figura 1 (acima) representa a primeira inferência de rede de regulação 

apresentada pelo software, tendo como gene alvo o GPD2 (orf19.691), que codifica 

uma proteína de superfície similar à enzima glicerol-3-fosfato desidrogenase 

(NEVES et al., 2004). Esta proteína também é induzida nos momentos em que a 

célula necessita realizar a regeneração da parede celular e/ou formação de hifas 

(CASTILLO et al., 2006; NOBILE et al., 2012; LUO et al., 2013). Estudos também 

confirmaram a associação deste gene na formação do biofilme (DESAI et al., 2013; 

LUO et al., 2013). Estas mesmas funções biológicas foram observadas num outro 

gene pertencente à este rede, o RHR2 (orf19.5437), codificante da enzima glicerol-

3-fosfatase (BONHOMME et al., 2011; CASTILLO et al., 2006; DESAI et al., 2013). 

O gene representado pela orf19.3914, ainda não caracterizado, produz uma 

proteína que apresenta domínios relacionados à iniciação da tradução no citoplasma 

da levedura (CGD, 2010) e o gene ZCF4 (orf19.1227) está fortemente relacionado a 

um fator transcricional (MAICAS et al., 2005). A análise em conjunto destes genes 

apresenta relação biológica, porém esta relação pode estar associada a diferentes 
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eventos fisiológicos celulares de Candida albicans, além dos processos de formação 

do biofilme. 

 

 

 

Figura 2: Rede de regulação inferida pelo software DimReduction utilizando o gene 

ACH1 como alvo da análise. 

 

Utilizando o gene ACH1 (orf19.3171) como candidato para a inferência de 

uma rede de regulação (figura 2), é possível observar que o gene GPD2 (orf19.691), 

alvo da rede apresentada na figura anterior (figura 1), apresentou correlação 

novamente com a formação de biofilme em Candida albicans. 

O gene ACH1 é codificante da enzima acetil-coA hidrolase, presente na fase 

de formação de hifas, uma das proteínas responsáveis pela aderência em 

superfícies abióticas e presente nos mecanismos biológicos de alcalinização do 

meio (MARCHAIS et al., 2005; SHIRTLIFF et al., 2009; VYLKOVA et al., 2011).  

Adicionalmente, nesta rede de regulação estão presentes os genes 

orf19.7444 e orf19.6751, codificam fatores relacionados à transcrição e tradução 

(CGD, 2010), respectivamente.  

O gene orf19.6413 codifica uma proteína sem função definitivamente 

conhecida, porém este gene também foi expresso num estudo que avaliou a 
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formação de biofilme em cateter (NETT et al., 2009). Por outro lado, o gene 

orf19.6351, ainda não caracterizado, apresenta ortologia com genes de C. 

dubliniensis (CD36: Cd36_11880), Candida tenuis (NRRL Y-1498: 

cten_CGOB_00231), Debaryomyces hansenii (CBS767: DEHA2D04928g) e Pichia 

stipitis (Pignal: PICST_29234) (CGD, 2010). 

 A análise das funções dos genes correlacionados apresentados nesta 

inferência (figura 2) demonstram que apesar da associação biológica nos eventos da 

formação do biofilme, para que se possa descrever melhor relação biológica em 

relação ao modelo matemático, mais informações das funções das proteínas 

codificadas por estes genes são necessárias. 

 A figura abaixo (figura 3) apresenta a rede de regulação gerada pelo software 

quando foi utilizado como gene alvo o GCN4 (orf19.1358), demonstrando que outros 

5 genes apresentam expressão correlacionada a este candidato. 

 

Figura 3: Rede de regulação inferida pelo software DimReduction utilizando o gene 

GCN4 como alvo da análise. 

 

Como mencionado, células do biofilme exibem um fenótipo alterado em 

relação à taxa de crescimento e a transcrição de genes, diferente do modo 

planctônico de crescimento (DONLAN; COSTERTON, 2002). Condições ambientais 

são fortes influenciadoras da capacidade de formar biofilme e alguns estudos têm 
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investigado a formação de biofilme in vitro utilizando diferentes meios de 

crescimento, enriquecidos ou não, em diferentes pHs, temperaturas e osmolaridade 

(HO et al., 2013; ROSINI; MARGARIT, 2015). 

Os principais genes envolvidos na formação do biofilme podem ser divididos 

quanto à fase de adesão, filamentação e maturação da arquitetura da comunidade. 

Nesta fase, há um intenso processo metabólico para a produção de matriz 

extracelular, cuja finalidade é fortalecer a estrutura e proteger as células presentes 

no interior do biofilme. Além disso, alguns genes tornam-se necessários para 

estabilizar as condições fisico-químicas do ambiente, como por exemplo, o gene 

GCN4, que apresenta função nos processos biológicos de neutralização do pH, 

filamentação, formação de biofilme em superfícies bióticas e abióticas e regulação 

positiva em relação a ativação do catabolismo (FRADIN et al., 2005; GARCIA-

SANCHEZ et al., 2004; TRIPATHI et al., 2002; ), fatores necessários no processo de 

formação e permanência do biofilme. Neste contexto, o gene SEC6 (orf19.5463) 

apresenta relação, com expressão aumentada, nas condições de formação de hifas 

(JONES, SUDBERY, 2010), um processo bastante relacionado à maturação do 

biofilme e invasão dos tecidos do hospedeiro. 

 O gene GCN4 (orf19.1358) codifica uma proteína fator transcricional que é 

requerido na formação do biofilme (NOBILE et al., 2012). Adicionalmente, outros 

genes, como SEC6 (orf19.5463), GPX2 (orf19.85) e orf19.7490, estão relacionados 

aos eventos de formação de biofilme, como adesão e formação de hifas 

(BONHOMME et al., 2011; JONES, SUDBERY, 2010; NOBILE et al., 2012).  

Na fase de maturação do biofilme, as células da levedura iniciam uma 

comunicação entre si que resultam na expressão de genes específicos de biofilme 

favorecendo a secreção da matriz, contendo substâncias polissacarídicas 

extracelulares que estabilizam a rede do biofilme (HANSEN et al., 2007; NETT; 

ANDES, 2006), geralmente o tamanho das microcolônias aumenta e a sua 

espessura atinge até cerca de 100 µm. Para que a completa maturação ocorra, 

muitas proteínas relacionadas ao transporte de moléculas são necessárias, o que 

explica a relação do gene Orf19.7490, um transportador transmembrana (GAUR et 

al., 2008), do gene CTP1 (Orf19.5870), um transportador mitocondrial de citrato 

(SINGH et al., 2011) e do gene Orf19.6668, com função provável associada a via da 

ubiquitina, participante do ciclo celular (CGD, 2010) 
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Biofilmes de Candida têm sido estudados primariamente em superfícies 

abióticas (BLANKENSHIP; MITCHELL, 2006; RAMAGE; MARTÍNEZ; LÓPEZ-

RIBOT, 2006), mas atenção significativa tem sido dada para a formação sobre 

superfícies bióticas, incluindo os tecidos orais e vaginais (DONGARI-BAGTZOGLOU 

et al., 2009; HARRIOTT et al., 2010). Essas mucosas fornecem um ambiente 

excelente para o desenvolvimento de biofilme e suas fases de formação são 

semelhantes ao observado in vitro (HARRIOTT et al., 2010). Candida albicans 

apresenta diversos fatores de proteção em relação às moléculas tóxicas produzidas 

pelo hospedeiro, o gene GPX2 codifica uma enzima peroxidase que protege a 

levedura do estresse oxidativo (LORENZ et al., 2004). 

 Com base nas inferências geradas a partir dos 3 genes alvos citados 

anteriormente, é possível afirmar que a melhor convergência entre a inferência 

estatística e a análise biológica está apresentada na rede gerada a partir do gene 

GCN4 (orf19.1358). Assim, a inferência das relações dos genes de forma estatística 

é uma ferramenta útil para gerar hipóteses dentro do grande universo de 

possibilidades nas combinações possíveis entre as variáveis. 
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3 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

 Apesar do número significativo de genes associados à formação de biofilme 

por Candida albicans publicado na literatura, os mecanismos de regulação desse 

processo e a correlação com outros genes ainda não foram totalmente elucidados. 

Adicionalmente, levando em consideração o grande interesse dos pesquisadores 

microbiologistas em conhecer a influência de metabólitos produzidos por outros 

micro-organismos na formação de biofilme misto, este estudo utilizou programas 

computacionais para inferir uma suposta rede de regulação de genes associados à 

formação do biofilme na presença de ácido lático, um metabólito produzido por 

Streptococcus agalactiae, uma bactéria comumente presente em mucosas do trato 

urogenital e também associada à formação de biofilme. Após a análise dos dados 

obtidos, é possível estabelecer que os genes GCN4 (orf19.1358), SEC6 

(orf19.5463), GPX2 (orf19.85), Orf19.7490, Orf19.7490, CTP1 (Orf19.5870) e 

Orf19.6668 estão fortemente associados à formação do biofilme em Candida 

albicans e apresentam uma forte correlação biológica neste processo. 

 A inferência estatística auxilia o estabelecimento de informações biológicas 

ainda pouco conhecidas, porém a validação destas informações deve ser realizada 

em condições experimentais controladas. Para a confirmação desta rede de 

regulação, recomenda-se a análise da correlação direta da expressão destes genes 

na presença de ácido lático e ainda do biofilme formado na presença de 

Streptococcus agalactiae ou metabólitos produzidos por esta bactéria. Caso seja 

confirmada esta rede de regulação, estas informações contribuirão 

significativamente para o estabelecimento inicial de uma via bioquímica da formação 

do biofilme por Candida albicans e elucidação molecular da influência de metabólitos 

bacterianos em biofilme misto. 
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