UNIVERSIDADE TECNOLOGICA~ FEDERAL DO PARANA
PROGRAMA DE PC')S-GRNADUA(;AO EM BIOI}NFORMATICA
ESPECIALIZACAO EM BIOINFORMATICA

ALEXANDRE TADACHI MOREY

INFERENCIA DE REDE DE REGULACAO DA EXPRESSAO DE
GENES RELACIONADOS AO BIOFILME DE CANDIDA ALBICANS
INFLUENCIADOS PELO ACIDO LATICO

MONOGRAFIA DE ESPECIALIZACAO

LONDRINA
2016



ALEXANDRE TADACHI MOREY

INFERENCIA DE REDE DE REGULACAO DA EXPRESSAO DE GENES
RELACIONADOS AO BIOFILME DE CANDIDA ALBICANS INFLUENCIADOS
PELO ACIDO LATICO

Monografia apresentada ao Programa de
Pé6s-Graduacdo em Bioinformética da
Universidade Tecnolégica Federal do
Parana, como requisito parcial para a
obtencdo do titulo de Especialista em
Bioinformética.

Orientador: Prof. Dr. Fabricio Martins
Lopes.

LONDRINA
2016



INFERENCIA DE REDE DE REGULACAO DA EXPRESSAO DE GENES
RELACIONADOS AO BIOFILME DE CANDIDA ALBICANS INFLUENCIADOS
PELO ACIDO LATICO

Monografia apresentada ao Programa de
Pos-Graduacdo em Bioinformatica da
Universidade Tecnoldgica Federal do
Parana, como requisito parcial para a
obtencdo do titulo de Especialista em
Bioinformética.

Prof. Dr. Fabricio Martins Lopes
Universidade Tecnolégica Federal do
Parana

Prof. Dr. Alessandro Botelho Bovo
Universidade Tecnolégica Federal do
Parana

Prof. Dr. Laurival Anténio Vilas-Boas
Universidade Estadual de Londrina

Londrina, 22 de agosto de 2016.



A minha mée, Vanda Alice Galo,
pelo exemplo em minha vida e incentivo

constante em meus estudos.



AGRADECIMENTOS

Ao meu orientador Prof. Dr. Fabricio Martins Lopes, pelo auxilio

durante o desenvolvimento de todas as etapas deste trabalho.

Aos professores membros da banca avaliadora, Prof. Dr. Alessandro
Botelho Bovo e Prof. Dr. Laurival Antonio Vilas-Boas, pela disponibilidade e apoio

em relacdo as melhorias deste estudo.

A Universidade Tecnolégica Federal do Parana, pela oportunidade
deste curso, especialmente aos professores do programa de Pés-graduacdo em

Bioinformética.

Aos colegas de turma pelo companheirismo e amizade durante as
disciplinas, principalmente ao Sérgio Paulo Dejato da Rocha e Juan Josue Pufio

Sarmiento.

Gostaria de agradecer também a todas as pessoas que contribuiram
de forma direta ou indireta para a realizacdo deste curso e estudo, principalmente ao

Eliandro Reis Tavares, pelo auxilio no levantamendo de dados deste trabalho.



MOREY, Alexandre Tadachi. Inferéncia de rede de regulacdo da expressao de
genes relacionados ao biofilme de Candida albicans influenciados pelo &acido
latico. 2016. 33 f. Monografia (Especializacdo em Bioinformatica) — Programa de
Pé6s-Graduagdo em Bioinformética, Universidade Federal Tecnoldgica do Parana.
Londrina, 2016.

RESUMO

Candida albicans é uma levedura comensal de diferentes sitios anatdomicos do
homem, porém, em casos de imunodebilidades do hospedeiro tornam-se
patogénicas, acometendo principalmente mucosas orofaringeas e do trato
urogenital. Um dos principais problemas enfrentados atualmente em relacdo as
infeccdes causadas por este fungo é a formacdo do biofilme, uma comunidade
microbiana composta por células de uma ou mais espécies protegida por uma matriz
extracelular e que apresenta fenétipo diferente em relacdo as células plancténicas.
No caso de mulheres, além de C. albicans, a bactéria Streptococcus agalactiae,
produtora de acido latico, podem causar infeccdes 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 presenca de acido latico e inferiu, utilizando o software DimReduction,
redes de regulacdo da expressdo de genes relacionados a formacdo de biofilme
nesta levedura a partir 3 genes alvos: GPD2 (0rf19.691), ACH1 (0rf19.3171) e GCN4
(orf19.1358). ApoOs a andlise das 3 redes de regulacao foi possivel afirmar que a
inferéncia estatistica que apresentou maior correlagdo com a inferéncia biologica da
formacéao do biofilme em C. albicans foi a que continha os genes GCN4 (orf19.1358),
SEC6 (0rf19.5463), GPX2 (0rf19.85), orf19.7490, CTP1 (Orf19.5870) e Orf19.6668.
Estes genes estdo relacionados, principalmente, a adesdo, formacdo de hifas,
producdo da matriz extracelular, via metabdlica de carboidratos e ciclo celular,
necessarios para a formacdo e maturacdo do biofiime. Estes dados abrem
perspectivas para o entendimento molecular da influéncia do &cido latico na
formacdao do biofilme em C. albicans.

Palavras-chave: Biofilme misto. Transcriptoma. Redes de regulacéo.
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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 (orfl9 .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 (orfl9.1358) SEC6 (0rf19.5463), GPX2 (orf19.85) o0rf19.7490, CTP1
(Orf19.5870) and Orfl19.6668. 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 INTRODUCAO

Nas ultimas décadas ocorreu um aumento significativo na incidéncia de
infeccbes fungicas em humanos, estas podem ser classificadas como superficiais
(pele, mucosas, cabelo e unhas) ou sistémicas, quando envolvem varios 6rgaos
(RUPING et al.,, 2008; LASS-FLORL, 2009). Acredita-se que este fato esteja
ocorrendo devido a crescente populacdo de pacientes imunossuprimidos, incluindo
agueles com cancer, receptores de transplantes de 6rgdos solidos e de células
hematopoiéticas, portadores do HIV, neonatos prematuros, idosos e pacientes em
recuperacdo de cirurgias altamente invasivas (WARNOCK, 2007; WALSH et al.,
2008). Nota-se que 0s avancos nas terapias medicinais, como a quimioterapia para
pacientes com cancer, o uso de medicamentos imunossupressores e 0 amplo uso
de antibacterianos, podem melhorar a doenca primaria, mas também submeter os
pacientes a um alto risco de aquisicdo de infec¢des fungicas (RICHARDSON; LASS-
FLORL, 2008). Dentre as espécies de fungos mais prevalentes, leveduras do género
Candida apresentam destaque nas infec¢des fungicas, sendo que Candida albicans
ainda é a principal espécie relacionada a infeccbes sistémicas (RUHNKE, 2006;
LUQUE et al.,, 2009; NUCCI et al.,, 2013). Sitios anatdmicos comuns dessas
leveduras em humanos incluem o trato gastrointestinal, geniturinario e a pele
(ACHKAR; FRIES, 2010; FERRER, 2000; SAMARANAYAKE; MACFARLANE,
1990), sendo que metade da populacdo humana € colonizada por Candida spp. nas
suas cavidades orais, principalmente (SAMARANAYAKE; MACFARLANE, 1990).

Um outro grupo de risco para infec¢cdes por esta levedura sdao as mulheres
gravidas, que apresentam duplo aumento na prevaléncia da colonizacéo vaginal por
espécies de Candida em comparacdo com mulheres nado-gestantes. Esta
associacao é influenciada, principalmente, pelo aumento dos niveis de estrogénios
circulantes, deposicdo de glicogénio e outros substratos presentes na vagina
durante a gravidez (HAY; CZEIZEL, 2007), que promovem a adesdo da levedura e
penetracdo na mucosa (FERRER, 2000). Leveduras presentes neste sitio anatémico
se tornam patogénicas quando a colonizacdo no hospedeiro é favoravel ao seu
desenvolvimento (HETTIARACHCHI et al, 2010; SOUZA et al, 2009).
Adicionalmente, Streptococcus agalactiae, um coco Gram-positivo fermentador, com
producdo de &cido latico, € um comum colonizante do trato gastrointestinal e

geniturinario de individuos saudaveis sem causar sintomas de doencas, sendo parte



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 gravidas, neonatos ou adultos nao-gestantes
(KROHN; HILLIER; BAKER, 1999; PHARES et al., 2008).

A maioria dos quadros de candidiase vulvovaginal esta associada a
formacgéo de biofilme, seja em superficie abittica (dispositivos médicos: cateteres,
préteses, marca-passo) ou bidtica (epitélio). Esse processo pode ocorrer em
resposta a diversos sinais, tais como, alta densidade celular, pH, escassez de
nutrientes e estresse fisico 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
fendtipo alterado principalmente em relacdo a taxa de crescimento e a resisténcia
aos agentes antimicrobianos, e aos mecanismos de defesa do hospedeiro
(DONLAN; CONSTERTON, 2002; SENEVIRATNE; JIN; SAMARANAYAKE, 2008).
Dessa forma, infec¢des associadas a formacao de biofilme sédo de dificil tratamento,
0 que pode contribuir para o aumento da taxa de mortalidade de pacientes com
candidemia (TUMBARELLO et al., 2007; 2012).

Estudos anteriores sobre biofilme tém se baseado em apenas um Uunico tipo
de microrganismo (BIZERRA et al., 2008; COSTERTON; MONTANARO; ARCIOLA,
2005). Os biofiimes podem ser compostos por uma Unica 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
interacbes sinérgicas, mutualistas e antagbnicas entre 0S microrganismos
(KURAMITSU et al., 2007; THEIN; SAMARANAYAKE; SAMARANAYAKE, 2006).

Espécies bacterianas e popula¢des fungicas modulam seu comportamento
coletivo usando sinais extracelulares conhecidos como moléculas quorum-sensing
(CUGINI et al., 2007; HORNBY et al., 2001). Esta regulacdo ocorre em resposta a
densidade celular e também outros fatores abidticos. Os processos como co-
agregacdo e formacdo de biofilme promovem a sintese e secre¢do de moléculas
guorum-sensing, aumentando a probabilidade de células vizinhas em detectar os
sinais para induzir uma resposta (HORNBY et al., 2001).

Dado que héa significantes taxas de mulheres colonizadas por Candida
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albicans e Streptococcus agalactiae, e que os biofilmes estdo relacionados com
maior frequéncia e gravidade das infec¢gbes microbianas humanas, hd uma
necessidade de compreender o comportamento do biofilme, principalmente os de
comunidade mista, jA que o modelo de biofilme monoespécie, muitas vezes, nao
representa as comunidades multi-espécies de bactérias e fungos encontrados
prevalentemente no processo da doenca. Uma vez que € conhecido também o perfil
metabdlico de S. agalactiae em relagcdo a producdo de &cido latico, o presente
estudo teve como obijetivo inferir uma rede de regulacdo da expressdo de genes
relacionados ao biofilme de Candida albicans quando submetidos ao tratamento
com &acido latico. Assim, foram utilizados dados de transcriptoma, depositados em
banco de dados, obtidos a partir de células de Candida albicans cultivadas na
presenca de acido latico. Em seguida, esses dados foram submetidos ao tratamento
computacional para o estabelecimento das redes de regulagédo utilizando genes
alvos. Ao final, a inferéncia estatistica foi analisada em termos biol6gicos e 0s

dados discutidos utilizando publicacGes de pesquisas experimentais.
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2 DESENVOLVIMENTO

2.1 Biofilme de Candida albicans

Espécies do género Candida podem ser comumente encontradas como
comensais em varios sitios anatémicos de individuos saudaveis podendo, inclusive,
atingir altas densidades celulares sem sintomas de doenca (KAM; XU 2002; SOLL
2002). Entretanto, membros deste género sdo os mais frequentes causadores de
infecgdes, correspondendo a 80% das doengas invasivas, sendo a quarta causa
mais comum de infecgBes da corrente sanguinea. Também se constituem como
principais responsaveis por infec¢cdes fungicas no trato urinario, candidiase
vulvovaginal e orofaringea (LUNDSTROM; SOBEL, 2001; COLOMBO et al., 2006;
RUHNKE, 2006; PFALLER; DIEKEMA 2007; ASMUNDSDOTTIR et al., 2008;
CASTON-OSORIO et al., 2008; CONCIA et al., 2009; HORN et al., 2009;
RODRIGUEZ et al., 2010; SILVA et al., 2012).

Na natureza, os microrganismos existem em uma forma muito diferente das
cepas laboratoriais cultivadas artificialmente, onde ha meios liquidos e solidificados
enriquecidos. Para conseguirem sobreviver dentro de ambientes hostis como
aqueles encontrados no tecido do hospedeiro, expostos a anticorpos e fagdcitos, ou
em uma superficie inerte exposta a condi¢cdes indspitas como luz UV, dessecacao,
calor, frio, eles se adaptaram formando populacdes aderentes, as células sésseis.
Uma ampla colecdo desse grupo de células aderidas a superficie 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 estao
ligadas a superficies abibticas ou bidticas. Sdo envoltos em uma matriz extracelular
de carboidratos ou exopolissacarideos 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 fenotipo alterado com relagdo a taxa de
crescimento e a transcricdo de genes, diferente do modo planctonico de crescimento
(DONLAN; COSTERTON, 2002). Além disso, o biofilme apresenta resisténcia

aumentada as defesas do hospedeiro e ataques de agentes antimicrobianos,
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contribuindo para a patogénese de muitas doencgas infecciosas (CHANDRA et al.,
2001; COSTERTON et al.,, 1995; MAH; OTOLLE, 2001; OTOLLE; KAPLAN;
KOLTER, 2000). Os mecanismos responsaveis pela resisténcia aos antimicrobianos
sdo varios: penetracdo 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 plancténicas, presenca de células persistentes,
aguisicdo e/ou expressao (aumentada) de genes que codificam resisténcia aos
antimicrobianos (BIZERRA et al.,, 2008; DONLAN; COSTERTON, 2002; LEWIS,
2008; PETERSON et al., 2015; RAMAGE et al., 2012).

Processos fisicos, bioldgicos e quimicos estdo envolvidos na formacgédo do
biofiilme (PARK et al., 2014), como composi¢cdo do meio de cultivo, temperatura,
presenca de agentes antimicrobianos, inéculo, tipo de micro-organismo, nimero de
células, hidrodindmica, taxa do fluxo, presenca de cisalhamento, substrato,
rugosidade e quimica 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; MARTINEZ; LOPEZ-RIBOT, 2006). Podem atuar como reservatorios de
microrganismos patogénicos, favorecendo a disseminacdo da infecgdo para outros
locais do corpo (COLOMBO et al., 1999; SMITH et al., 2003). Estima-se que mais da
metade das infeccdes hospitalares estdo associadas a biofiimes (COSTERTON;
STEWART; GREENBERG, 1999). Entretanto, o exato processo pelos quais 0s
micro-organismos de biofilmes provocam doenca no hospedeiro humano ainda € mal
compreendido. Mecanismos sugeridos incluem: destacamento das células ou de
agregados de células de biofilmes de dispositivos médicos, resultando em infec¢des
na corrente sanguinea ou do trato urinario, producao de endotoxinas, resisténcia ao
sistema imune do hospedeiro, e fornecimento de um nicho para a geracdao de
organismos resistentes (DONLAN; COSTERTON, 2002).

A formacéo de biofilme em C. albicans ocorre em trés fases. A primeira fase é
a adesado a uma superficie, que comeca apos a incubacdo. Esta fase de adeséao
inicial é regulada por fatores néo-especificos, como a interagdo hidrofébica ou
eletrostatica, e fatores especificos através de receptores como fibrinogénio 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 ultima fase de maturacédo € o
processo de aumento quantitativo de substancias extracelulares (HANSEN et al.,
2007). O polimorfismo de C. albicans serve como um fator importante que influencia
a formagé&o de biofilme (AAS et al., 2005; MANSON; RAUCH; GILMORE, 2008).

Diferentes trabalhos tém mostrado que varios genes apresentam expressao
diferencial durante a formacéo do biofilme, sendo necessarios durante as fases de
formacéo, como EFG1, um regulador do desenvolvimento da filamentacdo (STOLDT
et al., 1997; SOHN et al., 2003; LIN et al., 2013), o gene ACE2, um fator
transcricional que regula a expressdo de quitinase e proteinas da parede celular
(KELLY et al., 2004; NETT et al., 2009), EAP1, responsavel pela producédo de uma
proteina associada a parede celular (LI et al., 2007; KUCHARIKOVA et al., 2011),
HWP1, que também codifica uma proteina associada a parede celular, aumenta a
capacidade de adesédo e formacéo de biofilme em poliestireno (GRANGER et al.,
2005; ENE, BENNETT, 2009), CPH1, relacionados ao processo de filamentacao,
processo importante na formacgao do biofilme (LO et al., 1997; LEWIS et al., 2002;
RAMAGE et al., 2002; LIN et al., 2013), BCR1, um fator transcricional, requerido na
formacao de biofilme (NOBILE, MITCHELL, 2005; NOBILE et al., 2006; SRIKANTHA
et al., 2013), PGA10, gene relacionado a aderéncia (PEREZ et al., 2006;
BONHOMME et al., 2011).

Alguns genes estéo relacionados a biomassa produzida durante a formacgéo
do biofilme, como ALS3 (NOBILE et al., 2006), BCR1 (NOBILE; MITCHELL, 2005;
NOBILE et al., 2006), GCN4 (GARCIA-SANCHEZ et al., 2004), KEM1, MDSS3,
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 biofiime de Candida albicans tém se baseado
apenas em sua formacdo isolada (BIZERRA et al., 2008; COSTERTON,;
MONTANARO; ARCIOLA, 2005), porém os biofilmes podem ser compostos por uma
Unica 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 interagcdes 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 formacdo desses biofilmes mistos apresenta um ambiente protegido,
permitindo maior sobrevivéncia a agressfes externas e facilita diferentes interacdes
bacterianas-fungicas (DOUGLAS, 2003; SHIRTLIFF; PETERS; JABRA-RIZK, 2009).
O resultado clinico deste misto de interacdo é que as infec¢cdes aumentam a
frequéncia e a gravidade da doenca (SHIRTLIFF; PETERS; JABRA-RIZK, 2009)
com taxas de mortalidade significativamente mais elevadas (70%) quando
comparados com as infeccdes causadas por uma Unica espécie do micro-organismo
(23%) (FAIX; KOVARIK, 1989).

C. albicans é o microrganismo mais comumente detectado em associacao
com bactérias (DOUGLAS, 2003). Porém a arquitetura do biofime e as
consequentes funcdes bioldgicas destas associacfes ndo tém sido identificadas com
precisdo porque ainda ndo sdao bem compreendidas as interagdes entre as cepas
criadas a partir de um ambiente de incubagdo mista (PARK et al., 2014).

Por causa da heterogeneidade das espécies dentro de biofilmes
polimicrobianos, tem sido dificil avaliar a relevancia e contribuicdo de espécies
individuais para a patogénese da doenca. No entanto, com a utilizacdo de técnicas
tradicionais e computacionais, é possivel aumentar a compreensdo do processo
sinérgico desta associacdo, analisando os fatores moleculares que influenciam a

estabilidade da formacgao do biofilme misto.

2.2 Metodologia

2.2.1 Selecao do grupo de dados do transcriptoma de Candida albicans

Inicialmente foi realizada uma analise 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

analise é a influéncia de micro-organismos da microbiota de mucosas sobre o
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crescimento e biofilme de Candida albicans. Assim, foi entédo 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 questdo avaliou a influéncia de acidos
fracos, abundantes metabdlitos 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 acidos latico, acético, propidnico e butirico em diferentes tempos de
cultivo. Os dados evidenciaram uma resposta transcricional diferente para cada tipo
de &cido, em condicbes agudas e crdnicas, com genes exclusivamente presentes
em cada tipo de tratamento, sugerindo que metabdlitos produzidos por outros micro-
organismos da microbiota influenciam a fisiologia da levedura Candida albicans,
inclusive na interacao parasito-hospedeiro, alterando o processo do equilibrio saude-

doenca.

2.2.2 Anédlise dos genes de Candida albicans exclusivamente expressos na
presenca de acido latico e selecdo dos genes relacionados a formacao de
biofilme

Para o inicio do processo de inferéncia de redes de regulacdo génica, é
necessario selecionar genes candidatos. Como critério de selecéo, foram analisados
genes de Candida albicans exclusivamente expressos na presenca de &cido latico,
um metabodlito produzido também pela bactéria Streptococcus agalactiae. Em
seguida, todos esses genes foram analisados por meio de informagdes presentes no
banco de dados “Candida Genome Database” (www.candidagenome.org) e entédo
selecionados os mais relacionados a producdo de proteinas funcionais a adesao,
formacao de hifas e biofilme, um processo agravante nos casos de infeccdes

causadas por estes micro-organismos.
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2.2.3 Inferéncias das redes de regulagéo dos genes selecionados

Apos 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 cédigo aberto com selecdo de caracteristicas
genéticas, uma abordagem de reconhecimento de padrfes que auxilia na escolha,
de acordo com alguns critérios importantes, para explicar certos fendmenos
bioldgicos, incluindo diferentes algoritmos com dimensionalidade e inferéncia, por
meio de validagdo cruzada, de redes de regulagao génica.

A inferéncia dos relacionamentos entre os genes foi realizada observando
apenas a expressao, logo os genes candidatos inferidos ndo necessitam de nenhum
conhecimento a priori, gerando a possibilidade de descoberta de relacdes

desconhecidas.

2.3 Resultados e discussoes

2.3.1 Genes exclusivamente expressos na presenca de acido latico e selecao
dos genes relacionados a formacéao de biofilme.

A andlise dos dados presentes na amostra inicial (artigo de referéncia)
permitiu identificar os genes de Candida albicans (SC5314) expressos
exclusivamente na presenca de acido latico e suas principais funcdes sao

apresentados no quadro abaixo (quadro 1).

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

presenca de acido latico.

N2 da ORF Descricao da funcéo do gene (ORF) Referéncias

Codificante da acetil-coA-hidrolase, proteina soluvel
presente em hifas, antigeno humano, participante da
adesdo em poliestireno, associada a sinalizacdo do | VYLKOVA et
farnesol, induzida pelo cetoconazol, prevalente na al., 2011

fase estacionaria do crescimento.

ACH1

Codificante da subunidade do complexo F1FO ATP

ATP18 sintase. CABEZON et

al., 2009
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Supostamente codificante da enzima citocromo C

oxidase, induzida pela flucitosina (antifangico), | CABEZON et

COX8 e ) e
reprimida pela caspofungina (antifiingico) al., 2009
Codificante de um suposto fator transcricional,
reprimido pela proteinga Efgl, membro~da familia dos 2 AKIKHANY

CTA24 genes do telomero proximal, expressdo aumentada

. et al., 2007
em modelo de candidiase oral.
Codificante da carnitina acetil transferase, requerido
no crescimento em fontes de carbono né&o
fermentaveis, ndo presente no crescimento
. . - NOBILE et
CTN1 filamentoso ou no mecanismo de patogenicidade em
. : . al., 2012
camundongos, induzida na presenca de macrofagos,
participante da formacéo do biofilme.
Codificante de uma proteina supostamente precursora
do citocromo B2, induzido na presence de ferro,

CYB?2 reprimido em meio alcalino, regulado pelo gene SSN6, | NOBILE et
reprimido pelo gene HAP43 e induzido na formagéo al., 2012
do biofilme.

Supostamente codificante da fumarato hidratase,
enzima do ciclo do &cido citrico, induzido na presenca
. : KUSCH et

FUM12 de ferro, proteina presente nas fases exponencial e al. 2008
estacionario do crescimento. "
Codificante de um fator transcricional, indugdo no

GCN4 anabolismo de aminoacidos, requerido na formacdo | NOBILE et
do biofilme e formacéo de hifas. al., 2012
Produtor da aldo/ceto redutase, reprimido na presenca
do farnesol, prevalente na fase estacionaria do | NOBILE et

GCY1 : ~ e
crescimento, ausente na formacédo do biofilme. al. 2012
Codificante da proteina ligante da imunoglobulina E,
participante do estresse oxidative, prevalente na fase NOBILE et

GLX3 estacionaria do crescimento, participante da formacao

e al. 2012
do biofilme.
Codificante da proteina da superficie celular, similar a
glycerol-3P-desidrogenase, induzida no processo de
~ : : DESAI et al.,
GPD2 regeneracdo da parede celular, induzida na presenca 2013
de macrofagos e participante da formacao do biofilme.
Produtor da glicerol permease, envolvida na captacao
de glicerol, induzida em processos de estresse
" ~ . S SINGH et al
HGT10 osmotico, expressdo reduzida em meio rico em 2011

glicose, participante do processo de regeneracdo da
parede celular.
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Codificante de uma proteina com alta afinidade por
glicose, membro da superfamilia de transporte de

) ~ BONHOMME
HGT8 glicose e apresenta expressdo aumentada na
o T etal., 2011
formacéao de biofilme.
Regido nao codificante, participante da maturacdo do JONES et
ITS2 rRNA 18S, 5.8S e 25S rRNA
al., 2004
Codificante para uma proteina, supostamente, 2-
oxoglutarato-desidrogenase, regulada pelo gene
EFG1 e HAP43, ausente na formagdo de hifas, | SINGH et al
KGD1 o .
prevalente na fase estacionaria do crescimento, 2011
presente na formacao do biofilme em cateter.
Codificante  da  homoisocitrato  desidrogenase,
participante da via de biossintese de lisina, expresséo GABRIEL et
LYS12 levemente diminuida na fase estacionaria do
. ~ e al., 2013
crescimento e ausente na formacao do biofilme.
Codificante da homocitrato sintase, reprimida pelo
oxido nitrico e hipdxia, expressao diminuida na fase | GABRIEL;
LYS22 estacionaria do crescimento, induzida na presenca de | MILEWSKI,
cetoconazol, induzida na formacé&o do biofilme. 2016
A proteina produzida por este gene € ortéloga da
atividade de formacgdo da calda poli-A, papel na
orf19.1389 at|V|o_Iade~me'_[aboI|ca ‘,jc_’ MRNA e a proteina apresenta CGD, 2010
localizagéo citoplasmatica.
Suposto codificador da succinate desidrogenase,
enzima do ciclo do &cido citrico, expressao reduzida SINGH et al
orf19.1480 | na presenca de Oxido nitrico, reprimido pelos genes 2011 "
EFG1 e HAP43.
Suposto codificador do acido L-azetidina-2-carboxilico
orf19.1857 | acetiltransferase. NOBILE et
al., 2013
Suposto codificador de proteina ligante ao RNA, NOBILE et
orf19.200 | expressao reprimida na formacao do biofilme.
al., 2012
Funcéo ainda ndo estabelecida, gene ortdlogo de C.
parapsilosis (CDC317: CPAR2_101170), Candida
tenuis (NRRLY-1498:
0rf19.3954.1 | CANTEDRAFT_113855), Debaryomyces hansenii | CGD, 2010
(CBS767: DEHA2G202409g) e Pichia stipitis (Pignal:
psti_ CGOB_00174)
orf19.962 | Codificante de uma proteina com dominio participante | SINGH et al.,
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da ligacdo da RNA polimerase | ao sitio promotor, 2011
induzido pelo gene HAP43.
Suposto codificador da enzima mitochondrial fumarato
redutase,
regulado por Ssn6p, GCN2P e Gcndp, expressao SINGH et al
OSM2 diminuida pelo gene HOGL1P, prevalente na fase 2011 "
estacionaria do crescimento e reprimido pelo gene
HAP43P.
Codificante de uma adesina presente na parede
celular, induzido na presenca de fluconazole, altas
PGAG2 concentracfes de ferro, durante a regeneracdo da | CHAUDHURI
parede celular, reprimido por CYR1 e RAS1 e induzido | etal., 2011
por TBF1.
Suposto codificante da piruvato carboxilase, reprimido
por SSK1, tratamento com benomil e alta expresséo
PYC2 do gene MDRI1, prevalente na fase estacionaria do BONHOMME
: e ~ o etal., 2011
crescimento e reprimido na formacao do biofilme.
Codificante de uma proteina adesina, envolvida na
SIML manutencdo da parede celular, possivelmente | NOBILE et
secretada e induzida na formacéao do biofilme. al., 2012
Suposto codificante da proteina tropomiosina,
regulada por Gcn4, reprimida em situacdes de baixa
concentracdo de aminoécidos, induzida na presenca
A NOBILE et
TPM2 de macréfagos, levemente expressa na fase al. 2012

estacionaria do crescimento e reprimida na formacéo
do biofilme.

Pela analise das funcdes descritas no quadro acima, os genes fortemente

relacionados a aderéncia em superficies, formacao de hifas e maturacéo do biofilme
sao GPD2 (0rf19.691), ACH1 (0rf19.3171) e GCN4 (0rf19.1358), utilizados para a

inferéncia das redes de regulacéo pelo software DimReduction.

2.3.2 Redes de regulacdo de genes alvos relacionados a formacgéo de biofilme

em Candida albicans na presenca de acido latico.

Apbs o processamento dos dados pelo software DimReduction, conforme os

parametros previamente estabelecidos e utilizando os 3 genes candidatos
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selecionados previamente, foi possivel obter as provaveis redes de regulacéo,
apresentadas nas figuras 1, 2 e 3.

orfl9.5437

0.18517183

orfl9.691—g+g8537183
- orf19.1227

0.18517183

orfl9.3914

Figura 1: Rede de regulagéo inferida pelo software DimReduction utilizando o gene
GPD2 como alvo da andlise.

A figura 1 (acima) representa a primeira inferéncia de rede de regulagao
apresentada pelo software, tendo como gene alvo o GPD2 (0rf19.691), que codifica
uma proteina de superficie similar a enzima glicerol-3-fosfato desidrogenase
(NEVES et al., 2004). Esta proteina também € induzida nos momentos em que a
célula necessita realizar a regeneracao da parede celular e/ou formacdo de hifas
(CASTILLO et al., 2006; NOBILE et al., 2012; LUO et al., 2013). Estudos também
confirmaram a associagao deste gene na formacéo do biofiime (DESAI et al., 2013;
LUO et al., 2013). Estas mesmas funcbes bioldgicas foram observadas num outro
gene pertencente a este rede, o RHR2 (0rf19.5437), 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 néo caracterizado, produz uma
proteina que apresenta dominios relacionados a iniciacdo da traducdo no citoplasma
da levedura (CGD, 2010) e o gene ZCF4 (0rf19.1227) esta fortemente relacionado a
um fator transcricional (MAICAS et al., 2005). A analise em conjunto destes genes

apresenta relacédo bioldgica, porém esta relacdo pode estar associada a diferentes
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eventos fisiolégicos celulares de Candida albicans, além dos processos de formacao

do biofilme.
orf19.6413
0.046440422 orf19.6751
orf19.6351
0.045640422
0.0 422
orf19.3171
0.046640422 0.045640422
orf19.7444 orf19.691

Figura 2: Rede de regulagao inferida pelo software DimReduction utilizando o gene
ACH1 como alvo da andlise.

Utilizando o gene ACH1 (orf19.3171) como candidato para a inferéncia de
uma rede de regulacéo (figura 2), € possivel observar que o gene GPD2 (0rf19.691),
alvo da rede apresentada na figura anterior (figura 1), apresentou correlacéo
novamente com a formagéao de biofilme em Candida albicans.

O gene ACHL1 é codificante da enzima acetil-coA hidrolase, presente na fase
de formacdo de hifas, uma das proteinas responsaveis pela aderéncia em
superficies abidticas e presente nos mecanismos bioldgicos de alcalinizacdo do
meio (MARCHAIS et al., 2005; SHIRTLIFF et al., 2009; VYLKOVA et al., 2011).

Adicionalmente, nesta rede de regulacdo estdo presentes 0s genes
orf19.7444 e orfl9.6751, codificam fatores relacionados a transcricdo e traducéo
(CGD, 2010), respectivamente.

O gene 0rfl9.6413 codifica uma proteina sem funcdo definitivamente

conhecida, porém este gene também foi expresso num estudo que avaliou a
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formacdo de biofilme em cateter (NETT et al., 2009). Por outro lado, o gene
orf19.6351, ainda nao 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 andlise das funcdes dos genes correlacionados apresentados nesta
inferéncia (figura 2) demonstram que apesar da associacdo biolégica nos eventos da
formacdo do biofilme, para que se possa descrever melhor relacdo bioldgica em
relacdo ao modelo matematico, mais informacdes das funcdes das proteinas
codificadas por estes genes sao necessarias.

A figura abaixo (figura 3) apresenta a rede de regulacédo gerada pelo software
qguando foi utilizado como gene alvo 0 GCN4 (0rf19.1358), demonstrando que outros

5 genes apresentam expresséao correlacionada a este candidato.

orf19.6668
orf19.5870

0.013%04848 0.013304848

0rf19.1358

0.01 4848 0.01 4848

orf19.5462 0.013%04848 orf19.7490

orf19.85

Figura 3: Rede de regulagao inferida pelo software DimReduction utilizando o gene
GCN4 como alvo da analise.

Como mencionado, células do biofilme exibem um fendtipo alterado em
relacdo a taxa de crescimento e a transcricAo de genes, diferente do modo
planctonico de crescimento (DONLAN; COSTERTON, 2002). Condi¢cdes ambientais

sao fortes influenciadoras da capacidade de formar biofiime e alguns estudos tém
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investigado a formag&do de biofilme in vitro utilizando diferentes meios de
crescimento, enriquecidos ou ndo, em diferentes pHs, temperaturas e osmolaridade
(HO et al., 2013; ROSINI; MARGARIT, 2015).

Os principais genes envolvidos na formacao do biofilme podem ser divididos
quanto a fase de adeséo, filamentacdo e maturacdo da arquitetura da comunidade.
Nesta fase, h4 um intenso processo metabdlico para a producdo de matriz
extracelular, cuja finalidade é fortalecer a estrutura e proteger as células presentes
no interior do biofilme. Além disso, alguns genes tornam-se necessarios para
estabilizar as condic¢des fisico-quimicas do ambiente, como por exemplo, o gene
GCN4, que apresenta funcdo nos processos biolégicos de neutralizacdo do pH,
filamentacado, formacao de biofilme em superficies bidticas e abidticas e regulacéo
positiva em relacdo a ativacdo do catabolismo (FRADIN et al., 2005; GARCIA-
SANCHEZ et al., 2004; TRIPATHI et al., 2002; ), fatores necessarios no processo de
formacdo e permanéncia do biofilme. Neste contexto, o gene SEC6 (0rf19.5463)
apresenta relacdo, com expressao aumentada, nas condi¢cdes de formacédo de hifas
(JONES, SUDBERY, 2010), um processo bastante relacionado a maturacdo do
biofilme e invasao dos tecidos do hospedeiro.

O gene GCN4 (orf19.1358) codifica uma proteina fator transcricional que é
requerido na formacao do biofilme (NOBILE et al., 2012). Adicionalmente, outros
genes, como SEC6 (0rf19.5463), GPX2 (0rf19.85) e orf19.7490, estéo relacionados
aos eventos de formacdo de biofilme, como adesdo e formacdo de hifas
(BONHOMME et al., 2011; JONES, SUDBERY, 2010; NOBILE et al., 2012).

Na fase de maturacdo do biofilme, as células da levedura iniciam uma
comunicacdo entre si que resultam na expressdo de genes especificos de biofilme
favorecendo a secre¢do da matriz, contendo substancias polissacaridicas
extracelulares que estabilizam a rede do biofiime (HANSEN et al., 2007; NETT,;
ANDES, 2006), geralmente o tamanho das microcolonias aumenta e a sua
espessura atinge até cerca de 100 um. Para que a completa maturagdo ocorra,
muitas proteinas relacionadas ao transporte de moléculas sao necessarias, 0 que
explica a relagdo 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 funcao provavel associada a via da
ubiquitina, participante do ciclo celular (CGD, 2010)
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Biofiimes de Candida tém sido estudados primariamente em superficies
abioticas (BLANKENSHIP; MITCHELL, 2006; RAMAGE; MARTINEZ; LOPEZ-
RIBOT, 2006), mas atencado significativa tem sido dada para a formacdo sobre
superficies bidticas, 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 formagcdo sao
semelhantes ao observado in vitro (HARRIOTT et al.,, 2010). Candida albicans
apresenta diversos fatores de protecdo em relacdo as moléculas toxicas produzidas
pelo hospedeiro, o gene GPX2 codifica uma enzima peroxidase que protege a
levedura do estresse oxidativo (LORENZ et al., 2004).

Com base nas inferéncias geradas a partir dos 3 genes alvos citados
anteriormente, é possivel afirmar que a melhor convergéncia entre a inferéncia
estatistica e a andlise biologica esta apresentada na rede gerada a partir do gene
GCN4 (0rf19.1358). Assim, a inferéncia das relacdes dos genes de forma estatistica
€ uma ferramenta Util para gerar hipoteses dentro do grande universo de

possibilidades nas combinacdes possiveis entre as variaveis.
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3 CONSIDERACOES FINAIS

Apesar do numero significativo de genes associados a formacao de biofilme
por Candida albicans publicado na literatura, os mecanismos de regulacdo desse
processo e a correlagdo com outros genes ainda nao foram totalmente elucidados.
Adicionalmente, levando em consideragdo o grande interesse dos pesquisadores
microbiologistas em conhecer a influéncia de metabdlitos produzidos por outros
micro-organismos na formacdo de biofilme misto, este estudo utilizou programas
computacionais para inferir uma suposta rede de regulacdo de genes associados a
formacdo do biofilme na presenca de acido latico, um metabdlito produzido por
Streptococcus agalactiae, uma bactéria comumente presente em mucosas do trato
urogenital e também associada a formacéo de biofilme. Ap6s a analise dos dados
obtidos, € possivel estabelecer que o0s genes GCN4 (0orf19.1358), SEC6
(0rf19.5463), GPX2 (0orf19.85), Orf19.7490, Orf19.7490, CTP1 (Orf19.5870) e
0Orf19.6668 estdo fortemente associados a formacdo do biofilme em Candida
albicans e apresentam uma forte correlacao biolégica neste processo.

A inferéncia estatistica auxilia o estabelecimento de informacgdes biolégicas
ainda pouco conhecidas, porém a validacdo destas informacdes deve ser realizada
em condigbes experimentais controladas. Para a confirmacdo desta rede de
regulacdo, recomenda-se a andlise da correlacao direta da expresséo destes genes
na presenca de acido latico e ainda do biofiime formado na presenca de
Streptococcus agalactiae ou metabdlitos produzidos por esta bactéria. Caso seja
confirmada esta rede de regulacdo, estas informagdes contribuirdo
significativamente para o estabelecimento inicial de uma via bioquimica da formacao
do biofilme por Candida albicans e elucidacdo molecular da influéncia de metabdlitos

bacterianos em biofilme misto.
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