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ajuda.

Agradeço a minha famı́lia pelo ajuda e carinho. Agradeço as todos meus
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Resumo da Dissertação apresentada ao LNCC/MCT como parte dos requisitos

necessários para a obtenção do grau de Mestre em Ciências (M.Sc.)

BIOLOGIA COMPUTACIONAL APLICADA À ANÁLISE DE

DADOS DE MICROARRANJOS DO GENOMA DA BACTÉRIA

MARINHA VIBRIO PARAHAEMOLYTICUS EM PRESENÇA DE

N-ACETILGLICOSAMINA.

Antônio Alves dos Santos Neto

Março , 2010

Orientador: Fabiano Lopes Thompson, Dr.

A análise da expressão gênica em larga escala é de fundamental importân-

cia para a melhor compreensão do funcionamento celular e dos mecanismos de

regulação gênica. Ela possibilita a medida dos ńıveis de expressão de milhares

de genes simultaneamente, o que torna posśıvel uma visão mais abrangente do

sistema biológico. Dentre as principais técnicas experimentais dispońıveis para

esta finalidade, a tecnologia de microarranjo tem sido amplamente utilizada. O

objetivo desta dissertação foi determinar os genes de VIbrio parahaemolyticus

que têm sua expressão induzida ou reprimida na presença do aminoaçúcar N-

acetilglucosamina (NAG). V. parahaemolyticus é uma bactéria marinha, comu-

mente encontrada na água e em associação com organismos marinhos. O NAG é

um dos aminoaçúcares mais abundantes no meio marinho. Para isso, Vibro para-

haemolyticus RIMD2210633, foi cultivada em dois meios como fontes de energia.

O primeiro meio composto por maltose e NAG (controle) e o segundo apenas por

NAG (tratamento). O cultivo bacteriano foi feito em condições aeróbicas, sob baixa

agitação, a 28°C. Foram retiradas duas amostras do cultivo no tempo de 24 horas

após o ińıcio do experimento a fim de realizar a extração de mRNA e a preparação

do cDNA. Os experimentos foram feitos em três replicas. As misturas de cDNA
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preparadas a partir do RNA extráıdo de cada réplica foram utilizadas em hibridiza-

ções em lâminas de microarranjo contendo um total de 4832 ORFS do genoma de

V. parahaemolyticus RIMD2210633. A análise comparativa da expressão gênica

de V. parahaemolyticus nas duas condições de cultivo resultou na detecção de 59

genes com expressão induzida, 38 genes reprimidos, e 4245 sem expressão modifi-

cada (aumentada ou diminúıda) na presença de NAG. No total, 523 genes foram

exclúıdos da comparação pois a hibridização não foi satisfatória. Ocorreu uma

ordenação dos genes seguindo a classificação funcional do banco de dados TIGR-

CMR e KEGG. Os genes com expressão induzida, pertencem principalmente às

classes de funções regulatórias, metabolismo de energia, e protéınas de transporte.

Foram também encontradas protéınas PilA e de quimiotaxia, sugerindo um pa-

pel da NAG na transformação. Já os genes de expressão reprimida compreendem

principalmente as funções de metabolismo de energia, endereçamento celular, e

protéınas hipotéticas. O presente estudo demonstrou que NAG interfere na regu-

lação de diferentes processos celulales, incluindo a capacidade de captura de DNA

do meio por V. parahaemolyticus.
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requirements for the degree of Master of Sciences (M.Sc.)

COMPUTATIONAL BIOLOGY APPLIED TO MICROARRAY
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VIBRIO PARAHAEMOLYTICUS IN PRESENCE OF

N-ACETYLGLUCOSAMINE

Antônio Alves dos Santos Neto

March, 2010

Advisor: Fabiano Lopes Thompson, Dr.

Large scale gene expression analysis has fundamental importance for under-

standing cellular function and gene regulation mechanics. It enables the measure-

ment of expression levels of thousands of genes simultaneously, and makes possible

a wider understanding of the biological system. Among the main experimental

techniques available for this purpose, microarray technology has been widely used.

The objective of this work was to determine the genes of Vibrio parahaemolyti-

cus which have their expression induced or repressed in presence of amino-sugars

N-acetylglucosamine (NAG). V. parahaemolyticus is a marine bacterium, com-

monly found in water and in association with marine organisms. NAG is one of

the most abundant amino sugars in the marine environment. For this, V. para-

haemolyticus RIMD2210633, was cultivated in two media as sources of energy.

The first medium consists of maltose and NAG (control) and the second only by

NAG (treatment). Bacterial culture was done under aerobic conditions and low

agitation at 28°C. Two samples were drawn from the medium 24 hours after the ex-

periment beginning in order to perform the extraction of mRNA and preparation of

cDNA. Three replicas of the experiments were made. Mixtures of cDNA prepared

from RNA extracted from each replicate were used in hybridizations in microarray
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slides containing a total of 4832 ORFS from the V. parahaemolyticus RIMD2210633

genome. Comparative analysis of gene expression of V. parahaemolyticus in two

culture conditions resulted in detection of 59 genes with expression induced, 38

repressed genes, and 4245 without modified expression (increased or decreased)

in presence of NAG. In total, 523 genes were excluded from this comparison be-

cause the hybridization was unsatisfactory. There was a gene ordination following

the functional classification of the database TIGR-CMR and KEGG. The genes

with induced expression mainly belong to classes of regulatory functions, energy

metabolism, and transport proteins. PilA and Chemotaxis proteins were found,

suggesting a role of NAG in the transformation. Repressed expression genes are

mainly included in the functions of energy metabolism, cell address, and hypo-

thetical proteins. This study demonstrated that NAG interfere in regulation of

different cell processes, including the ability to capture DNA from the medium by

V. parahaemolyticus.
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Caṕıtulo 1

Introdução

O estudo da biologia de vibrios iniciou há aproximadamente 150 anos, quando

Filippo Pacini tentava descobrir o agente etiológico da cólera, o Vibrio cholerae, que

matava centenas de milhares de pessoas na Europa e no resto do mundo (Howard-

Jones, 1984; Bentivoglio e Pacini, 1995). Aproximadamente 40 anos depois, Mar-

tinus Beijerinck confirmou a presença de vibrios no ambiente marinho e também

descreveu as primeiras espécies associadas com organismos neste ambiente: Pho-

tobacterium phosphoreum, V. fischeri e V. splendidus (Emmeluth; Mader, 2004).

Além do aspecto importante de patogenicidade para humanos, vibrios são am-

plamente distribúıdos em diversos habitats e abundantes no ambiente marinho.

Algumas espécies são patógenos importantes de animais, causando doenças em

recifes de corais, peixes, camarões e moluscos, enquanto que outras estabelecem

relação mutuaĺıstica com diversos animais marinhos e têm papel importante como

componentes do plâncton e da cadeia alimentar microbiana.

1.1 Distribuição e abundância de vibrios

Vibrios são cosmopolitas e abundantes no ambiente aquático, incluindo águas

oceânicas costeiras e profundas, estuários, fiordes, lagos antárticos, rios e sedimen-

tos (Farmer, 1992), podendo atingir abundâncias na ordem de 108 células por litro

de água, como detectados na baia de Chesapeake (EUA) com o aux́ılio da técnica

de fluorescent in situ hybridization (FISH) (Heidelberg et al., 2002b).A abundância
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de vibrios planctônicos pode ser muita baixa durante alguns peŕıodos do ano, dev-

ido à intensa predação por protozoários flagelados (Beardsley et al., 2003), ou pelo

estabelecimento de um estágio conhecido como “viável-mas-não-cultivável” (viable

but non culturable, VBNC)(Colwell e Grimes, 2000). Os vibrios também ocorrem

em abundância na superf́ıcie e no interior de organismos aquáticos. O número de

células de vibrios sobre um único copépodo pode chegar a mais de 106 (Heidelberg

et al., 2002a) e em lofóforos de sépias este valor chega a 1011 (Nishiguchi, 2000).

A elevada densidade de vibrios também é detectada no trato digestivo de peixes

(106CFU/g de tecido), moluscos (> 105CFU/g de tecido) (Pujalte et al., 1999;

Sawabe et al., 2003), e camarões (104 − 109CFU/g de tecido) (Gomez-Gil et al.,

1998; Oxley et al., 2002).

Vibrio cholerae, Vibrio parahaemolyticus e Vibrio vulnificus são perigosos

patógenos para o homem. Atualmente, sugere-se que muitos vibrios se tornaram

patogênicos após infecção por bacteriófagos (Faruque et al., 1998; Heidelberg et al.,

2000; Nishibuchi e Kaper, 1995). Estes bacteriófagos, que podem ser abundantes

no ambiente marinho (> 106/mL), podem carregar nos seus genomas genes de

virulência essenciais para o processo de infecção humana, tal como a toxina da

cólera (CT).

Os copédodos e outros animais quitinosos estão entre os principais reser-

vatórios de vibrios, incluindo linhagens patogênicas ou não. Vibrios patogênicos

podem ser transmitidos para o homem por duas vias principais: água e/ou ali-

mentos contaminados. Halpern et al. (2003) sugeriram que insetos quironomı́deos

também podem funcionar como vetores de vibrios, especialmente de V. cholerae.

V. cholerae sorotipos O1 e O139 são responsáveis por pandemias de cólera,

mas V. cholerae não-O1/não-O139 também podem estar envolvidos em casos es-

porádicos de cólera (Thompson et al., 2003b). V. cholerae matou, nos últimos

três anos, mais de 10 mil pessoas, principalmente em páıses do terceiro mundo,

de acordo com estat́ısticas da Organização Mundial da Saúde (www.who.org). No

Brasil, os últimos casos fatais (n = 17) ocorreram em 2000. Nos EUA, o Centro
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para Controle de Doenças (CDC; http://www.cdc.gov) documentou 296 casos de

infecção por vibrios em 2000, dos quais 22 foram fatais, e provavelmente devido

a V. vulnificus. Esta bactéria causa infecção de feridas e septicemia. Conforme o

CDC, a infecção provavelmente ocorreu devido ao consumo de frutos do mar con-

taminados, tais como ostras, camarões e peixes. Este é também um dos principais

motivos das gastroenterites causadas por V. parahaemolyticus, muito comuns no

Japão.

Outras espécies de vibrios, incluindo Grimontia hollisae, Photobacterium

damselae, V. alginolyticus, V. cincinnatiensis, V. fluvialis, V. furnisii, V. har-

veyi, V. metschnikovii e V. mimicus, podem, esporadicamente, causar infecções

no homem (Farmer, 1992).

1.1.1 Interação de vibrios com organismos de importância econômica

A aquacultura no Brasil tem crescido consideravelmente nos últimos anos. De

acordo com estat́ısticas da Associação Brasileira de Criadores de Camarão (ABCC;

http://www.abccam.com.br/), a produção de camarões (Litopenaeus vannamei)

chegou a 60 mil toneladas em 2008, oriundas principalmente dos estados do Ceará,

Pernambuco e Rio Grande do Norte. Esta produção resultou na geração de pelo

menos 150 milhões de dólares para estes estados. Já o relatório de 2008 do Centro

de Pesquisa e Gestão dos Recursos Pesqueiros do Litoral Sul e Sudeste (CEPSUL;

http : //www.ibama.gov.br/projetoscentros/centros/cepsul/cepsul.htm) aponta

que a criação de mexilhões (Perna perna) gerou, no exemplo citado de Santa

Catarina, 5.000 empregos diretos e 6 milhões de dólares em divisas no ano.

Um dos principais problemas que prejudica a produção e o avanço da aqua-

cultura no Brasil são as doenças bacterianas. Vibrios são um dos grupos predom-

inantes em criações de peixes, camarões e moluscos devido à alta concentração de

nutrientes dissolvidos na água e de antibióticos presentes nestes ambientes. Vibrios

são um dos principais patógenos de peixes, camarões e moluscos (Austin e Austin,
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1999; Lightner e Redman, 1998). Alguns exemplos são: V. parahaemolyticus, V.

harveyi e V. penaeicida, que causam doença em camarões (Ishimaru et al., 1995;

Lavilla-Pitogo et al., 1998), enquanto que V. anguillarum e V. salmonicida causam

doença em peixes (Austin e Austin, 1999). Recentemente, foram descobertas no-

vas espécies de vibrios associadas com mortalidade massiva de larvas de bivalves

(Nodipecten nodosus) em Florianópolis (Ben-Haim et al., 2003) (Thompson et al.,

2003a). Atualmente, o estudo da biodiversidade de vibrios ajuda a desenvolver

melhores sistemas de detecção e controle destes patógenos em ambientes de cri-

ação intensiva.

1.1.2 Simbiontes

Muitos vibrios estabelecem relações mutuaĺısticas com organismos aquáticos

(Nyholm et al., 2009). V. fischeri, conhecido produtor de bioluminescência, e

V. halioticoli, degradador de alginato (Sawabe et al., 1995), estabelecem relações

mutuaĺısticas com sépias e abalones, respectivamente. De acordo com McFall-

Nagai (1999), estas bactérias co-evoluiram com seus hospedeiros e influenciaram o

desenvolvimento destes animais. Examinando linhagens de V. halioticoli isoladas

do estômago de diferentes espécies de abalones, Sawabe et al. (2002) detectaram

genótipos bacterianos espećıficos para cada espécie de gastrópode, evidenciando

que a co-especiação ocorreu nestas espécies. V. parahaemolyticus é frequentemente

associado a moluscos de diferentes espécies (Rodriguez e Hofer, 1986).

1.2 V. parahaemolyticus

V. parahaemolyticus 1.1 é um bacilo Gram-negativo, halof́ılico, reto ou ligeira-

mente curvo, pleomórfico, móvel, anaeróbio facultativo, não esporulante, medindo

1 a 3 µm de comprimento e 0,4 a 0,6 µm de diâmetro (Sakazaki et al., 1968).

Ele possui um flagelo polar simples, se cultivado em meio ĺıquido, e numerosos

flagelos laterais (peritŕıqueos) quando cultivado em meio sólido (Kaneko e Colwell,

1975). As colônias formadas em Ágar Tiossulfato Citrato Bile Sacarose (TCBS)
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apresentam de 2 a 5 mm de diâmetro após 18-24 horas de incubação a 37 °C, sendo

circulares, convexas e lisas, com coloração azul-esverdeada (Komada, 1968). O V.

parahaemolyticus é capaz de crescer na presença de 2 a 8 % de cloreto do sódio

(NaCl), não crescendo na ausência de NaCl ou em concentração superior a 10%

(Sakazaki et al., 1968). Bactérias desta espécie são facilmente identificadas por

meio de ferramentas moleculares, tais como Rep-PCR, AFLP e MLST (Thompson

et al., 2008).

Figura 1.1: Vibrio parahaemolyticus (http://pathmicro.med.sc.edu/fox/enterobact.htm).

O V. parahaemolyticus é um dos principais causadores de gastroenterite

aguda no homem, que se caracteriza por quadros que variam de uma diarreia

aquosa até, ocasionalmente a diarreia com sangue, principalmente, após o con-

sumo de pescado ou frutos do mar in natura. O primeiro relato da doença causada

pelo V. parahaemolyticus ocorreu no ano de 1950 na cidade de Osaka no Japão,

quando Fujino et al. (1953) isolaram essa bactéria de um alimento chamado shi-
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rasu, prato da culinária japonesa preparado à base de sardinha. Neste episódio, o

consumo de shirasu seria responsável por 272 casos de gastroenterite e 20 óbitos.

Mais tarde, essa doença foi chamada de ”Diarréia de Verão Japonesa”, pois 50%

dos casos de diarréia causados por esse microrganismo, na década de 60, ocorreram

na estação de verão superando o número total dos casos de salmonelose e shigelose

no páıs (Komada, 1968). O primeiro surto de grastroenterite causado por V. para-

haemolyticus nos EUA aconteceu em 1971 e resultou em 425 doentes devido ao

consumo de caranguejos cozidos no vapor e salada de caranguejos (Molenda et al.,

1972). O V. parahaemolyticus é frequentemente encontrado em regiões tropicais

e subtropicais tendo sido relatados casos de infecção na Grã-Bretanha, Espanha,

México, Togo, Taiwan, Golfo Pérsico e Chile (Monsreal e Abuxapqui, 1988; Harth

et al., 2009).

O primeiro relato de gastroenterite causada por V. parahaemolyticus no

Brasil acorreu em 1983 (Hofer, 1983). Subsequentemente, diversos estudos evi-

denciaram a presença desta bactéria na água e em animais marinhos (Magalhães

et al., 1991). Estudos recentes mostraram que esta bactéria está amplamente dis-

seminada na costa brasileira, podendo estar associada a corais, cnidários e moluscos

(Chimetto et al., 2008b,a). Uma parcela significativa destas bactérias contém os

genes de virulência essenciais no processo de gastroenterite.

A patogenicidade do V. parahaemolyticus está relacionada à capacidade de

produzir enzimas hemoĺıticas citotóxicas, denominadas hemolisina termoestável

direta (Tdh) e hemolisina termoestável relacionada com Tdh (Trh)(Honda et al.,

1988), e urease (Suthienkul et al., 1995). Nem todos os V. parahaemolyticus pro-

duzem essas toxinas. A hemolisina termoestável direta (Tdh), considerada o prin-

cipal fator de virulência de V. parahaemolyticus, é uma enterotoxina citotóxica que

atua dentro e fora da célula do hospedeiro, induzindo a morte através de apoptose

e necrose (Naim et al., 2001). A Tdh atua diretamente nos eritrócitos dos hos-

pedeiros, levando à hemólise (Sakurai et al., 1973) e aumento da permeabilidade

vascular (Nishibuchi et al., 1985). Esta hemolisina também induz o acúmulo de
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fluido no intestino delgado de coelhos (Nishibuchi et al., 1992; Raimondi et al.,

2000).

A detecção da produção de Tdh é testada pela presença de beta-hemólise

em meio de cultura Wagatsuma, conhecido como fenômeno de Kanagawa (KP)

ou Kanagawa-positivo (KP) (Nishibuchi e Kaper, 1995). Inicialmente, supunha-se

que apenas as cepas Kanagawa-positivo eram virulentas, no entanto, atualmente

são descritos casos de gastroenterite causada por cepas de V. parahaemolyticus

Kanagawa-negativo, correspondendo a 12% dos casos totais (Hackney et al., 1980).

Hondo et al. (1987) isolaram cepas de Vibrio parahaemolyticus Kanagawa-negativo,

a partir de fezes de pacientes de surtos de gastroenterite na República das Maldivas.

Estas cepas apresentavam uma nova atividade hemoĺıtica (Honda et al., 1988). A

nova hemolisina recebeu o nome de Trh. Desde então, o número de casos por

cepas Trh-positivas têm aumentado. Aproximadamente 22% de amostras de ostras

(N=34 de 156) apresentaram cepas patogênicas de Vibrio parahaemolyticus KP

positivas, produtoras de urease e possúıam o gene trh (DePaola et al., 2003).

Aparentemente, há uma correlação entre a presença do gene trh e a produção

de urease (Magalhães et al., 1992). Na Tailândia, 489 cepas isoladas de casos

cĺınicos foram examinadas, dessas, 8% eram Urease-positiva. Iida et al. (1998)

analisaram a distância entre o gene ure, responsável pela produção da urease, e

o gene trh no cromossomo do Vibrio parahaemolyticus e descobriram que ambos

estão localizados a poucos kilobases de distância, sugerindo que os genes ure e

trh estão geneticamente interligados e que a produção de urease pode ser utilizada

como diagnóstico para detecção de bactérias Trh-positivas (Kelly e Stroh, 1989). A

patogenicidade do Vibrio parahaemolyticus também depende da sua capacidade de

invasão no tecido intestinal. A invasão de V. parahaemolyticus em células “Caco-2”

(human colon carcinoma-derived cell line) foi estudada por Akeda et al. (1997).

Foi demonstrada a invasão em menos de sete horas por células contendo Tdh.

V. parahaemolyticus também tem a capacidade de se disseminar pelo organismo

através do sistema linfático ou circulatório, causando septicemia (Boutin et al.,
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1979).

Merrell et al. (1984) estudaram os efeitos patológicos do V. parahaemolyti-

cus sobre células epiteliais humanas e conclúıram que o V. parahaemolyticus sem

flagelo não adere na célula de tecido normal ou degenerado. É evidente que flage-

los são importantes para a locomoção, quimiotaxia e adesão à célula hospedeira

(McCarter, 2001). O ant́ıgeno K presente no polissacaŕıdeo encapsulado (cap-

sular polysaccharide, CPS) foi suposto como auxiliador na aderência às células

hospedeiras (Hsieh et al., 2003).

1.3 Genômica de vibrios

O estudo dos genomas de vibrios tem elucidado diversas questões sobre a

biologia deste grupo de bactérias. Genomas de algumas espécies de vibrios consis-

tem em dois cromossomos, podendo variar entre 4,1 a 5,2 Mbp. De acordo com

Yamaichi et al. (1999), a presença de dois cromossomos em vibrios é uma vantagem

para replicação rápida, que é normalmente observada em espécies deste grupo. A

duplicação de células pode ocorrer em menos de 10 minutos em algumas espécies

(Ayar et al., 2002).

O genoma de V. cholerae consiste de um cromossomo maior, de 2,96 Mbp,

que contém 2.770 genes, e de um menor, com 1,07 Mbp, que contém 1.115 genes

(Heidelberg et al., 2000). A duplicação de 105 genes envolvidos com quimiotaxia e

transporte de solutos indica a importância destes genes na biologia de V. cholerae,

incluindo sua persistência no meio ambiente entre os peŕıodos de epidemia. Hei-

delberg et al. (2000) argumenta que o cromossomo menor de V. cholerae seria

um mega plasmı́deo, porque este cromossomo não tem operons de rRNA, con-

tém menos genes funcionais e ainda contém um super-integron. Outros grupos de

pesquisa sugerem, por outro lado, que o cromossomo menor teria sido parte de um

único cromossomo ancestral (Tagomori et al., 2002).

O genoma de V. parahaemolyticus consiste em um cromossomo maior, de

2,96 Mbp, que contém 2.770 genes, e um menor, com 1,07 Mbp, que contém 1.115
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genes (Makino et al., 2003) 1.2. A região do integron ocorre no cromossomo maior

e há genes de rRNA que estão presentes no cromossomo menor. Existem claras

diferenças na ordem f́ısica de homólogos entre os genomas de V. cholerae e V. para-

haemolyticus provavelmente devido à recombinação intracromossômica e a reorga-

nização genômica. No genoma de V. parahaemolyticus foram encontrados apenas

genes integrantes do mecanismo de secreção do Tipo III (Akeda et al., 2009).

Figura 1.2: Representação circular do genoma completo de V. parahaemolyticus
(Makino et al., 2003).

1.4 Utilização de N-acetilglicosamina por vibrios

A N-acetilglicosamina ou N-acetil-D-glucosamina (GlcNAc) é um amino açú-

car monômero da quitina que, por sua vez, é o segundo polissacaŕıdeo mais abun-

dante na natureza, podendo estar presente, principalmente, no envelope celular de

fungos e no exoesqueleto de invertebrados (Muzzarelli, 1977). GlcNAc também

pode ser encontrado como componente de diversos outros polissacaŕıdeos no am-

biente aquático. Estima-se que os copépodos produzam bilhões de toneladas de

quitina por ano. Esta grande quantidade de polissacaŕıdeo insolúvel no ambiente é

reciclada, principalmente por bactérias quitinoĺıticas, incluindo membros da famı́lia
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Vibrionaceae. A interação destas bactérias a part́ıculas quitinosas é um processo

chave para a reciclagem de nutrientes e manutenção do equiĺıbrio dos ecossistemas

aquáticos (Carman e Dobbs, 1997). Muitas espécies do gênero Vibrio que vivem no

ambiente aquático, inclusive V. parahaemolyticus, são capazes de utilizar a quitina

como fonte de carbono, nitrogênio e energia, através da secreção de quitinases e

protéınas que ligam a quitina (Colwell, 1970; Nalin et al., 1979; Garay et al., 1985;

Colwell, 1996; Connell et al., 1998; Keyhani e Roseman, 1999; Svitil et al., 1997;

Meibom et al., 2004).

N-acetil-D-glucosamina é um aminoaçúcar abundante no ambiente, sendo um

componente da parede celular e dos lipopolissacaŕıdeos de bactérias (Dobrogosz,

1968; Holmes e Russell, 1972; Rolls e Shuster, 1972). Pode ser utilizado como fonte

de carbono por bactérias levando a taxas de crescimento populacional tão elevadas

quanto as obtidas utilizando-se glicose (White, 1968; Bernhein e Dobrogosz, 1970).

A presença de GlcNAc induz a expressão de quitinases de vibrios, o que leva a um

aumento da aderência a superf́ıcies. Durante a hidrólise da quitina, a produção e

aumento de concentração de GlcNAc atrai mais células de Vibrio por quimiotaxia

(Bassler et al., 1991a; Bhowmick et al., 2007).

A assimilação e metabolismo de N-acetil-D-glucosamina são promovidos pe-

los produtos de gens nag, que formam um regulon nagE nagBACD, em E. coli

(Plumbridge, 1989; Rogers et al., 1988; Vogler e Lengeler, 1989). Linhagens O1

e não O1 de V. cholerae estudadas revelaram a presença do gen nagB, no cro-

mossomo II, e os demais gens, em uma organização nagE nagAC, no cromossomo

maior (Heidelberg et al., 2000; Yamano et al., 1997). Algumas linhagens ainda ap-

resentam outra ORF similar ao gen nagA, dentro da ilha de patogenicidade VPI-2,

denominado nagA-2 (Jermyn e Boyd, 2002).

O transporte de GlcNAc através da membrana interna é mediado pela enzima

IInag do sistema de transporte PTS espećıfico para GlcNAc, codificada pelo gen

nagE, resultando em GlcNAc-6-P e piruvato. GlcNAc-6-P é processado por no

mı́nimo seis enzimas citoplasmáticas em frutose-6-P, NH3 e acetato. Dentro da
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bactéria, GlcNAc-6-P sofre a ação de N-acetil-D-glucosamina deacetilase, enzima

codificada pelo gen nagA, produzindo glicosamina-6-P (GlcN-6-P). Esta reação

ocorre também de maneira inversa, sendo catalisada por glicosamina-6-P acetilase.

GlcN-6-P pode ser utilizada como substrato pela enzima NagB, glicosamina-6-P

deaminase (isomerase), gerando como produto frutose-6-P ou ser utilizada na via

de biosśıntese do envelope celular. Frutose-6-P será utilizada na glicólise para a

obtenção de energia pela bactéria ou será processada por glicosamina-6-P sintase,

em uma reação inversa à de NagB, gerando GlcN-6-P novamente (Yu et al., 1991;

Bassler et al., 1991b; Bouma e Roseman, 1996; Chitlaru e Roseman, 1996; Keyhani

e Roseman, 1996, 1999; Park et al., 2000).

Em diversas espécies de vibrio, GlcNAc é capaz de induzir e reprimir a ex-

pressão de diferentes conjuntos de genes. Em V. parahaemolyticus, o presente tra-

balho é pioneiro no estudo da expressão gênica em respota à interação e utilização

de GlcNAc.

A expressão dos genes nag de E. coli é induzida quando a bactéria é cultivada

na presença de GlcNAc ou glicosamina e é regulada pelo complexo cAMP-CRP

(Plumbridge, 1990). NagC é o repressor dos genes nagE nagBA, sendo identifica-

dos, na região intergênica entre nagB e nagE, dois śıtios de ligação do repressor e,

no meio deles, um śıtio de ligação de cAMP-CRP. Os śıtios de ligação de NagC,

denominados Caixa E e Caixa B, são orientados para controlar a expressão dos pro-

motores de nagE e nagB, respectivamente (Plumbridge e Kolb, 1991). Na ausência

de fontes de aminoaçúcares, NagC reprime a expressão do operon nag e ativa a

expressão do operon glmUS, que codifica genes envolvidos na formação de GlcNAc-

6-P e UDP-GlcNAc dentro da célula (Plumbridge e Kolb, 1993; Plumbridge, 1995).

Em V. cholerae não O1 e O1 (especificamente El Tor), os dois śıtios de ligação

a NagC e o śıtio CAP foram encontrados na região intergênica entre nagE e nagAC

e apenas o śıtio NagC foi detectado entre os genes nagB e uma ORF adjacente a

montante (Yamano et al., 1997; Soares, 2000). Regiões promotoras dos genes nagB

e nagE de V. cholerae El Tor foram caracterizadas e estudos mostraram que o gen
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nagB de V. cholerae El Tor é induzido por GlcNAc sozinha ou em combinação com

glicerol ou D-glucose, mas não é induzido por glicerol, D-glucosamina ou D-glucose.

Além disso, o promotor de nagB não sofre repressão catabólica por D-glucose e é

ativado, mesmo em condições em que a utilização de GlcNAc não é essencial para

V. cholerae (Soares, 2000; Santos, 2005).

Foram identificados, através de análises de transcriptoma de V. cholerae,

grupos de genes envolvidos na utilização de GlcNAc e outros oligossacaŕıdeos de

GlcNAc, em comparação com genes expressos pela bactéria planctônica em água do

mar. Em resposta a GlcNAc, foram identificados 22 genes com expressão ativada

e 51 genes com expressão reprimida. Entre os genes ativados estão o sistema de

transporte PTS, o operon nagE, nagB e nagA-1, a quitinase VCA0811 do cromos-

somo II, uma protéına de quimiotaxia (VC0449) e outros. Entre os genes reprim-

idos estão os que formam a succinil-CoA sintase, componentes da 2-oxoglutarato

desidrogenase, fosfoenolpiruvato carboxinase, transportador da famı́lia NadC, pro-

téına de ligação à D-glucose integrante do transportador ABC, gliceraldéıdo-3-P

desidrogenase, entre outros (Meibom et al., 2004).

1.5 Pós-genômica e a análise da expressão gênica por meio de

microarranjos

A expressão gênica é uma etapa crucial para a vida bacteriana, representando

o ponto a partir do qual ocorre a produção de transcritos e seus produtos que

atuarão no funcionamento celular. O controle da expressão gênica em bactérias

ocorre principalmente no ńıvel transcricional, através da indução ou da repressão

da transcrição (Zaha et al., 2003).

A partir deste processo de indução/repressão as células regulam o metabolismo

frente a mudanças nas condições ambientais (tais como variação nos tipos e na

concentração de nutrientes no ambiente, temperatura, salinidade, e presença de

hospedeiro). A regulação gênica dá à célula bacteriana controle sobre a estrutura e

função, e é a base para a diferenciação celular, morfogênese e para a versatilidade
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e adaptabilidade. Uma forma de estudar o controle da expressão gênica é realizar

experimentos sob condições controladas de estudo onde se determina o efeito de

um determinado composto, como é o caso do estudo dos efeitos da N-acetil-D-

glucosamina na expressão gênica de V. parahaemolyticus.

1.6 Análise de Microarranjos (Microarrays)

A análise de microarranjos permite o estudo da expressão gênica, através do

uso de chips de DNA (DNA-Chip ou microarranjo) contendo o conjunto de genes

presentes no genoma estudado. DNA-Chip são lâminas para microscopia, nor-

malmente feitas de vidro, revestidas com compostos que conferem carga positiva,

nas quais segmentos de fita-única de DNA ou cDNA são fixados e imobilizados

de forma ordenada e em áreas pré-determinadas (spots). Na lâmina, cada spot

possui milhões de cópias de um determinado gene transcrito (Cheung et al., 1999).

Em um chip, pode-se encontrar representações de praticamente todos os genes do

genoma de uma série de organismos até mesmo de humanos.

A tecnologia de microarranjo pode ser empregada no estudo de genômica

funcional ou na determinação de perfis de expressão gênica (Lockhart et al., 1996;

Sharp et al., 2006). Nesse tipo de estudo, utiliza-se como sonda moléculas de

mRNA transcritas por uma determinada célula sob uma condição de cultivo espećı-

fica (transcriptoma). Através da comparação de diferentes conjuntos de mRNA,

expressos em diferentes condições ou por células distintas, procura-se reconhecer

a alteração na expressão de determinados genes em respostas à presença de uma

patologia ou alguma outra condição experimental, à qual a amostra em estudo foi

submetida (Cheung et al., 1999). O prinćıpio da técnica fundamenta-se na pro-

priedade de hibridização por complementaridade entre as sondas e os fragmentos

presentes no arranjo (Dalma-Weiszhausz et al., 2006; Cheung et al., 1999).

Mais especificamente, o procedimento envolve a conversão do RNA total

obtido a partir da célula de interesse em cDNA, por meio de uma reação in vitro

com o uso da enzima transcriptase reversa, na presença de nucleot́ıdeos marcados
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com fluoróforos. As moléculas de cDNA marcadas são desnaturadas e hibridizadas

às moléculas de DNA presentes na lâmina de microarray. Se as seqüências forem

complementares, haverá hibridização. Nos spots onde houve hibridização ocorrerá

a emissão de fluorescência, que será detectada, analisada e quantificada em cada

ponto. O sinal gerado representa a presença do transcrito espećıfico para o gene

correspondente ao spot. A quantificação do sinal permite que a expressão de mil-

hares de genes seja comparada entre diferentes condições experimentais (Lockhart

et al., 1996; Cheung et al., 1999).

Figura 1.3: Exemplo de um experimento de microarranjo onde o RNA é ex-
tráıdo a partir de duas amostras diferentes e convertido em DNA complemen-
tar (cDNA), durante o qual o DNA é marcado com compostos fluorescentes.
As duas amostras são misturadas para comparação e hibridizadas contra o con-
junto de cDNA do microarranjo. As diferenças na expressão gênica são detec-
tadas pelos diferentes padrões de fluorescência sobre a matriz. Retirada de http :
//www.scq.ubc.ca/spot− your− genes−an− overview− of − the−microarray/

Meibom et al. (2004), utilizam a tecnologia do microarranjo para a analise

de genes de V. cholerae que foram expressos na presença de quitina. Foi um

experimento parecido com que realizamos neste trabalho. Uma outra publicação
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que utiliza o microarranjo para a analise da expressão gênica que podemos citar

é a de Wang e Zhang (2001) que foi um dos primeiros artigos publicados sobre a

utilização da tecnologia para estudo de Vibrios.

1.7 MATLAB

Vários meios industriais e acadêmicos utilizam o MATLAB por ser um soft-

ware interativo direcionado à cálculos numéricos. O MATLAB permite a realização

de aplicações em ńıvel de análise numérica, análise de dados, cálculo matricial, pro-

cessamento de sinais e construção de gráficos, entre outras, abordando com ampla

abrangência em problemas cient́ıficos (Gaspar e Santo, 2002).

O MATLAB é um sistema interativo cujo elemento básico de informação é

uma matriz que não requer dimensionamento, Este sistema permite a resolução

de problemas numéricos em apenas uma fracção do tempo que se gastaria para

escrever um programa semelhante em uma linguagem de programação clássica

(Gaspar e Santo, 2002; MathWorks, 2009a).

Existem para o MATLAB conjuntos de soluções complementares para prob-

lemas espećıficosque são chamado toolboxes. O toolbox de Bioinformática oferece

um ambiente integrado ao MATLAB para análise do genoma e proteoma. Em

especial o toobox permite o acesso a formatos de dados genônimos e proteômicos,

técnicas de análises e visualizações de sequência genômica e proteômica e análise

de microarranjo (MathWorks, 2009b).
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Caṕıtulo 2

Objetivos

2.1 Objetivo Geral

Analisar a expressão gênica de V. parahaemolyticus RIMD2210633 cultivada

na presença de N-acetilglicosamina (GlcNAc) através da técnica de microarranjo

de DNA e por ferramentas da biologia computacional.

2.1.1 Objetivos espećıficos

� Utilizar métodos da bioinformática para auxiliar na análise de dados.

� Identificar e analisar os genes induzidos na presença de N-acetilglicosamina.

� Identificar e analisar os genes reprimidos na presença de N-acetilglicosamina.

� Identificar quais funções ou processos metabólicos de V. parahaemolyticus

que são induzidos ou reprimidos em resposta à presença de NAG no cultivo.
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Caṕıtulo 3

Materiais e Métodos

A tecnologia de microarranjos foi empregada a fim de determinar quais os

genes da linhagem V. parahaemolyticus RIMD2210633 tem sua transcrição aumen-

tada ou diminúıda em resposta a presença de N-acetilglicosamina no cultivo. O

microarranjo de V. parahaemolyticus RIMD2210633 foi constrúıdo pelo grupo do

Professor Tetsuya Iida da Universidade de Osaka (Japão) (Izutsu et al., 2008). A

linhagem V. parahaemolyticus RIMD2210633 foi originalmente isolada de um pa-

ciente com diarréia no setor de quarentena do aeroporto de Osaka em 1996. Esta

linhagem tem o gene tdh e é do sorogrupo O3:K6. Esta linhagem é detectada em

casos cĺınicos e no meio marinho. A linhagem RIMD2210633 foi cultivada em meio

mı́nimo M9 (Difco) suplementado com 0.5% de Maltose (10,2 g de meio M9, 30 g

de NaCl, 0,12 g de MgSO4, 5 g de Maltose em um litro de água destilada) como

fonte de carbono e 3% de NaCl a 28°C por 8 horas antes do ińıcio dos experimentos.

Todo o processo do cultivo e da preparação dos ácidos nucléicos para o experimento

de microarranjo foi realizada pelo Dr. Fabiano L. Thompson na Universidade de

Osaka (Japão).

3.1 Experimentos de cultivo de V. parahaemolyticus RIMD2210633

O experimento compreendeu dois tratamentos (1. Maltose e 2. Maltose +

GlcNAc) cada um com 3 replicatas. Um inóculo de cultura bacteriana de 5 mL
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foi adicionado em um Erlemeyer contendo 500 mL de meio mı́nimo M9 suplemen-

tado com 0.5% de Maltose ou com 0.5% de Maltose + 0.5% de NAG. O cultivo

bacteriano foi feito em condições aeróbicas, sob baixa agitação, à 28°C. Coletas

de aĺıquotas de 50 mL de culturas foram feitas 7, 24, 44, e 72 horas após o ińıcio

do experimento a fim de realizar a extração de mRNA e a preparação do cDNA.

Estas aĺıquotas eram colocadas no gelo imediatamente e após o resfriamento elas

foram submetidas à centrifugação por 15 minutos a 4 °C. O sedimento celular foi

ressuspendido com 5 mL de reagente TRIZOL (Invitrogen) e incubado por 1 hora

a 4° C. Subseqüentemente, as amostras foram estocadas no ultra-freezer -80 °C.

Medidas periódicas da densidade ótica (DO) foram feitas em culturas crescendo

sob as mesmas condições acima com exceção de serem cultivadas em placas de

96 poços, o que permitiu a leitura da DO em um leitor de placas Victor (Perkin

Elmer).

3.2 Extração dos ácidos nucléicos e preparação do cDNA

A partir das aĺıquotas preservadas do sedimento celular com TRIZOL de

cada uma das três replicatas de ambos tratamentos, as extrações de mRNA foram

finalizadas. Para isto, foram inicialmente colocados 2 mL de clorofórmio em cada

frasco contendo 5 mL de suspensão, e a suspensão foi agitada por meio de vortex por

15 segundos e, em seguida, incubadas por 5 minutos em temperatura ambiente.

Subsequentemente, as amostras foram centrifugadas a uma velocidade de 3.500

rpm por 20 minutos a 4ºC. Aĺıquotas de 3 mL do sobrenadante foram removidas

e colocadas em um recipiente limpo. Em seguida, foram misturados 0.3 mL de

CH3COONa (3M) e 3 mL de álcool isoproṕılico neste recipiente, que foi incubado

a 4ºC por 5 minutos a fim de precipitar a mistura de ácidos nucléicos. A amostra foi

centrifugada por 15 minutos a uma velocidade de 3.500 rpm a 4ºC e em seguida o

sobrenadante foi descartado. Na etapa final foram adicionados 2 mL de etanol (70%

v/v). O etanol foi removido e o precipitado de foi seco a temperatura ambiente.

A mistura de ácidos nucléicos, contendo ambos DNA e RNA, foi tratada
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com DNase I a fim de remover o DNA. A partir desta etapa é crucial garantir

que todos os equipamentos e materiais estão livres de RNase. 10µL de Dnase

I foram adicionados a 70µL de mistura de ácidos nucléicos (ressuspensão feita

em tampão RDD). A mistura foi incubada por 1 hora a 37ºC. Logo em seguida,

foram adicionados 80µL de fenol acid́ıfero (Invitrogen) e 80µL de clorofórmio e

a mistura foi submetida a vortex por 5 minutos. O sobrenadante foi colocado

em um recipiente limpo contendo 16µL de Acetato de Sódio (3 M) e 400µL de

etanol (100% v/v), deixando em gelo por 5 minutos. Em seguida, a mistura foi

centrifugada por 15 minutos a 13.000 rpm e a 4ºC. O sobrenadante da mistura

foi descartado e foram adicionados 500µL de EtOH (70% v/v) a fim de lavar o

sedimento de RNA.

3.3 Purificação do RNA total

A purificação do RNA total é feita por meio do kit RNeasy (QIAGEN). O

sedimento de RNA foi ressuspendido em 100µL de água livre de RNAse e misturada

com 350µL de tampão RTL (que contém 3 µL/mL β-mercaptoethanol) e 250µL

de etanol absoluto. O volume total (700µL) foi aplicado em uma coluna e foi

submetido à centrifugação por 15 segundos a 15000 rpm. Um volume de 500µL

do tampão de lavagem RPE foi adicionado a coluna e feita a centrifugação por 15

segundos a 15000 rpm. O RNA purificado retido na membrana de śılica-gel foi

recuperado pela adição de 50µL de água. Subsequentemente, 10µL de acetato de

sódio (3M) e 250µL de etanol absoluto foram adicionados aos 50µL e incubados

no gelo por 5 minutos. Este material foi centrifugado por 15 minutos a 15000 rpm.

O sobrenadante foi removido cuidadosamente e o sedimento de RNA purificado

foi ressuspendido em 25µL de água livre de RNAse. O RNA foi quantificado por

meio de espectrofotômetro (Abs 260 nm) e a integridade foi verificada por meio de

eletroforese (45 minutos a 70 volts) em gel de agarose.
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3.4 Preparação do cDNA total marcado

O RNA foi marcado por método indireto por meio de UTPs marcados com

o grupo reativo aminoallyl que reage e se liga aos corantes Cy3 e Cy5. Primeira-

mente, são misturados 20µg de RNA total purificado, 2µL de primer randômico

(Invitrogen) e 22µL de água livre de RNAse. Esta mistura é incubada por 5 minu-

tos a 70°C e em seguida colocada no gelo. Na etapa seguinte são adicionados 8,0µL

de 5 tampão first-strand, 2,0µL de DDT (0,1 M), 4,0µL de dNTP-aminoallyldUTP

e 4,0µL da transcriptase reversa SuperScriptIII. Esta mistura foi incubada por 3

horas à 46ºC a fim de gerar uma quantidade suficiente de cDNA. 60µL de H2O e

100µL de fenol-clorofórmio foram adicionados e misturados vigorosamente. Após

a centrifugação desta mistura de cDNA por 5 minutos a 15000 rpm, foi removido

o sobrenadante e adicionado em um recipiente contendo 10µL de acetato de sódio

(3 M) e 250µL de etanol (100%). O cDNA foi incubado em gelo por 5 minutos.

Em seguida, foi feita a centrifugação por 15 minutos a 15.000 rpm à 4ºC. O sobre-

nadante foi removido cuidadosamente e foram adicionados 500µL de etanol (70%)

para remover impurezas e produtos não incorporados no cDNA. O etanol foi re-

movido e a amostra foi seca a temperatura ambiente por 5 minutos, resultando em

um sedimento de cDNA purificado.

A fim de marcar o cDNA total com os corantes fluorescentes Cy3 ou Cy5,

o sedimento de cDNA foi ressuspendido 10µL de NaHCO3 (50mM, pH9). 10µL

de Cy5 foram adicionados na amostra de cDNA oriunda do tratamento controle

(Maltose) e 10µL de Cy3 foram adicionados na amostra de cDNA oriunda do

tratamento teste (Maltose + Nacetilglucosamina). Cada amostra foi incubada por

1 hora no escuro. O excesso de corante foi removido com o aux́ılio de colunas CEN-

TRI SEP (Applied Biosystems). O material marcado foi adicionado nestas colunas

e centrifugado por 3 minutos a 3000 rpm. O material coletado após centrifugação

foi precipitado com 2µL de acetato de amônia (3 M) e 100µL de etanol absoluto,

sendo lavado com etanol 70% e seco a temperatura ambiente. O cDNA seco foi

dissolvido em 20µL de água. A solução de hibridização foi preparada misturando-
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se 20µL do cDNA dissolvido com 3µL de sódio dodecio sulfato (10%), 6µL de

tRNA de levedura e 15µL de solução SSC (20 X; 3M NaCl, 0.3M de citrato de

sódio, pH7.0). Esta mistura foi incubada por 5 minutos a 96ºC, e logo em seguida

incubada por mais 5 minutos a 60ºC. Esta etapa foi feita imediatamente antes da

adição da mistura na lâmina de microarranjo.

3.5 Detalhes sobre a lâmina de microarranjo

As lâminas de microarranjo foram concomitantemente preparadas para rece-

ber a mistura. Primeiramente, as lâminas foram lavadas com solução de bloqueio

(7,5g de anidrido sućınico, 472,5ml de 1-methy-2-pyrrolidinone e 1,0 M de borato

de sódio pH8.0). Em seguida as lâminas foram lavadas com água duas vezes por

10 minutos cada lavagem. As lâminas foram lavadas com etanol absoluto e se-

cas no hibridizador (MAUI Lid BioMicro Systems). As misturas contendo cDNA

foram adicionadas nas lâminas e mantidas no hibridizador por 16 horas a 60°C.

Em seguida as lâminas foram lavadas com tampão SSC três vezes consecutivas

e uma vez com etanol absoluto. Após a lavagem e a secagem, as lâminas foram

examinadas em um scanner ScanArray Espress Lite que permite a detecção e a

quantificação da fluorescência (Perkin Elmer).

3.5.1 Detalhes sobre a lâmina de microarranjo de V. parahaemolyti-

cus RIMD2210633

A descrição detalhada do microarranjo está dispońıvel em Izutsu et al. (2008).

Em linhas gerais, o microarranjo contém todas as 4832 ORFS do genoma de

RIMD2210633. A fim de construir o microarranjo, cada ORF foi amplificada por

PCR e clonada em plasmı́deo pCRII-TOPO (Invitrogen) e introduzidos na Es-

cherichia coli DH5α. Os transformantes foram cultivados e armazenados em caldo

nutriente LB contendo 20% (p/v) de glicerol. Cada ORF do V. parahaemolyticus

foi amplificada a partir do plasmı́deo utilizando os primes M13-Forward e M13-

Reverse. Os produtos de PCR apresentaram um comprimento médio de 520 pb. A
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amplificação de cada ORF por PCR foi realizada usando a DNA polimera Takara

ExTaq (Takara Bio Inc.) e DNA genômico da linhagem RIMD2210633 como molde.

O programa de PCR compreendia uma etapa inicial de 5 minutos de desnaturação

a 95°C, seguido por 30 ciclos de amplificação (5 minutos a 95°C, 30 segundos a 55°C,

e 2 minutos a 72°C). Todos os produtos de PCR foram analisados por eletroforese

em gel de agarose. Cada produto PCR foi clonado dentro do vetor pCRII-TOPO

usando um kit de clonagem TOPO TA (both from Invitrogen). Após verificação

da qualidade e tamanho de cada um dos produtos do PCR por eletroforese em gel

de agarose, os produtos do PCR foram colocados em lâminas com uma camada

de poly-L-lysina (Matsunami Glass Ind., Ltd., Osaka, Japão) usando o spotter

SPBIO (Hitachi Software Engineering). O esquema detalhado do posicionamento

dos genes na lâmina de microarrajo esta descrito na figura 3.1.

Figura 3.1: Esquema dos spots da lamina de Microarranjo. Cada spot representa
uma ORF.
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3.6 Bioinformática e análise numérica dos dados

A intensidade do sinal de cada spot foi quantificada com o software ScanArray

Express, e uma análise adicional dos dados fora realizada com o software Microsoft

Excel a fim de determinar a qualidade dos dados. As diferenças entre os ńıveis de

fluorescência entre cada condição de cultivo que se apresentaram igual ou acima

de dois ou igual ou menor do que menos dois foram consideradas significativas e

apenas estes valores foram utilizados nas análises. Estes valores foram considerados

significativos, pois refletem aumento ou diminuição do ńıvel de expressão na ordem

de quatro vezes. Foram considerados genes induzidos, aqueles que apresentaram

alto ńıvel de expressão (≥ 2) e genes reprimidos aqueles que apresentam baixo

ńıvel de expressão (≤ 2), em realação à condição comparada.

Foram constrúıdos dendrogramas com o auxilio do programa Matlab a fim

de detectar grupos de genes que são co-expressos ou co-reprimidos. O script exe-

cuta uma leiturada tabela de Excel e retorna uma nova tabela com os conjuntos de

duplas de nosso interesse. As tabelas geradas por este script foram utilizadas na

construção de dendrogramas utilizando-se o Toolbox de Bioinformatica do Matlab.

O Matlab transforma as tabelas em matrizes de similaridade (com base no grau

de expressão que é definido pela fluorescência) que são utilizadas para um agrupa-

mento hierárquico. O ı́ndice de similaridade utilizado foi a Distância Euclidiana,

enquanto que o algoritmo para agrupamento hierárquico foi o Método Average

Linkage.

O método por agrupamento hierárquico define grupos a partir da matriz ini-

cial de dados. Primeiro obtém-se uma matriz simétrica de similaridades e inicia-se a

detecção de pares de casos com a mais alta similaridade; para essa combinação, se-

gundo ńıveis hierárquicos de similaridade, escolhe-se entre os diversos procedimen-

tos aglomerativos de tal modo que cada ciclo de agrupamento obedeça a uma ordem

sucessiva no sentido do decréscimo de similaridade. Por exemplo, começando de

uma matriz inicial de dados [n*p], onde ”n”linhas representam casos ou espécimes

ou amostras e as ”p”colunas as variáveis usando um coeficiente de similaridade
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qualquer entre linhas, obtém-se uma matriz inicial de coeficiente de similaridade

de tamanho [n*n], que será utilizada no modo Q. Se a comparação for entre col-

unas, obter-se-á uma matriz inicial de coeficientes de similaridade inicial [p*p],

que será utilizada no modo R. Embora diversas medidas de similaridade tenham

sido propostas, somente duas são geralmente usadas: o coeficiente de correlação de

Pearson e a medida de distância Euclideana. Se as variáveis forem padronizadas

a partir da matriz inicial de dados, dando o mesmo peso a cada uma delas, qual-

quer um desses coeficientes poderá ser diretamente transformado no outro. Na

matriz inicial de coeficientes de similaridade estes representam o grau de semel-

hança entre pares de objetos e os mesmos deverão ser arranjados de acordo com

os respectivos graus de similaridade de modo a ficarem agrupados segundo uma

disposição hierárquica.

A Distância Euclidiana é uma das medidas de dissimilaridade entre pontos

mais utilizadas na prática (Gauch, 1982). De acordo com Brower e Zar (1977),

quanto menor o valor da Distância Euclidiana entre dois pontos, mais próximos

eles se apresentam em termos de parâmetros quantitativos. A distância euclidiana

entre os pontos X (x1, x2, ..., xi) e Y (y1, y2, ..., yi), em um espaço euclidiano, é

definida como:

√√√√ n∑
i=1

(xi − yi)2 (3.1)

Segundo Carvalho et al. (2009) o método Average Linkage, ou ligação por

média, define a distância média entre pares de objetos como sendo a relevante para

elaboração da matriz de distâncias. É um método que tende a juntar clusters com

baixa variância é ligeiramente tendencioso a produzir clusters com igual variância.

A medida de dissimilaridade entre os clusters K e L é definida por:

DK,J =
1

NKNL

∑
iεCK

∑
iεCL

d(xi, xj) (3.2)

Os genes com expressão significativamente aumentada ou diminúıda foram
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classificados em categorias funcionais utilizando-se o Comprehensive Microbial Re-

source (CMR) (http://cmr.jcvi.org) e o KEGG (http://www.genome.jp/kegg/).

A posição destes genes nos cromossomos da linhagem RIMD foi determinada

utilizando-se o CMR.

O Comprehensive Microbial Resource (CMR) é uma ferramenta que permite

ao pesquisador o acesso de todas as seqüências do genoma bacteriano conclúıdo até

a data. Oferece acesso a ampla gama de informações e análises sobre todos os geno-

mas procarióticos já seqüenciados. Buscas podem ser feitas por genes, genomas,

regiões genômicas e propriedades dos genes. Comparações de múltiplos genomas

podem ser executadas com base em diferentes critérios, tais como similaridade de

seqüência e atributos dos genes (Peterson et al., 2001; CMR).

Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) é uma grande plataforma

que integra vários bancos de dados diferentes reunidos em três categorias prin-

cipais: redes de interação molecular (vias bioqúımicas) em processos biológicos,

informações sobre o universo de genes e protéınas e informações sobre a vasta

gama de componentes qúımicos e reações. A primeira contém uma coleção de ma-

pas manualmente elaborados, representando o conhecimento atual sobre interação

molecular e redes de interação. A seção dedicada às informações genômicas baseia-

se em resultados pré-computados de comparação de sequências, busca de motivos

e padrões e agrupamento de genes ortólogos (Kanehisa, 1997; Kanehisa e Goto,

2000; Kanehisa et al., 2006).

Segundo Catanho et al. (2007) o CMR é um banco de dados classificado como

“Genéricos e multifuncional”que tenta abranger o universo de espécies procarióticas

cujos genomas foram completamente seqüenciado e oferecer os meios necessários

para busca e obtenção de dados pré-computados e/ou obtidos experimentalmente

para cada espécie, já o KEGG recebe a classificação de “Especializado” que se

dedica à análise comparativa de caracteŕısticas particulares associadas aos genomas

e seus componentes (vias metabólicas; classificação dos genes; conservação de genes

ortologos).
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Caṕıtulo 4

Resultados

Os resultados desta dissertação apresentam o efeito da N-acetilglicosamina

no crescimento, fisiologia e expressão gênica da linhagem de V. parahaemolyticus

RIMD2210633. Com a finalidade de determinar quais genes são expressos sob tais

condições de cultivo, foram realizadas análises por meio de microarranjos. Estas

análises permitiram a separação dos genes em duas classes claramente distintas.

Uma classe composta por genes mais expressos (possivelmente induzidos) na pre-

sença de N-acetilglicosamina e uma classe contendo os genes reprimidos, em relação

ao cultivo apenas com Maltose.

4.1 Curva de crescimento de V. parahaemolyticus

O crescimento da linhagem V. parahaemolyticus RIMD2210633 cultivada

na presença de diferentes tipos de açúcares está descrito na figura 4.1. A curva

de crescimento apresentada nos painéis A e B se referem ao crescimento de V.

parahaemolyticus RIMD2210633 em meio mı́nimo contendo Maltose e Maltose +

N-acetilglicosamina, respectivamente (Figura 4.1). As análises de expressão gênica

por meio de microarranjos foram realizadas no tempo de 24 horas após o inóculo.

No tratamento apenas com Maltose, a fase de crescimento exponencial da lin-

hagem V. parahaemolyticus RIMD2210633 dura aproximadamente 11 horas. De-

pois deste peŕıodo, a linhagem passa por uma breve fase estacionária (entre 11 e

20 horas), voltando a apresentar crescimento moderado até o final do experimento.
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Já no tratamento com Maltose + N-acetilglicosamina, ocorreram duas fases de

crescimento exponencial (entre 1 e 11 horas e entre 22 e 27 horas). Próximo às 44

horas de experimento, a linhagem entra em uma fase estacionária até o final do ex-

perimento. Como a curva do tratamento Maltose + N-acetilglicosamina apresenta

duas fases exponenciais, foi selecionado o tempo de 24 horas que corresponde ao

ińıcio da utilização da N-acetilglicosamina para análise da expressão gênica.

Figura 4.1: Curva de crescimento de V. parahaemolyticus RIMD2210633 (a) em
meio M9 com Maltose (b) Maltose e N-acetilglicosamina. (Densidade Óptica X
Tempo [em segundos]). Uma unidade de densidade óptica (OD) corresponde a 109

unidades formadoras de colônia (CFU) por mililitro (1 OD = 109 CFU/mL). O
seta marca o ponto de 24 horas.

4.2 Extração do RNA de V. parahaemolyticus

A linhagem RIMD2210633 de V. parahaemolyticus foi cultivada em meio

mı́nimo M9 adicionada de duas fontes de energia diferentes, maltose e n-acetilglicosamina.

O cultivo bacteriano foi feito em condições aeróbicas, sob baixa agitação, a 28°C.

Foram retiradas duas amostras do cultivo no tempo de 24, 44 e 72 horas após o
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ińıcio do experimento a fim de realizar a extração de mRNA e a preparação do

cDNA. A maior parte das observações deste estudo esta no ponto de 24 horas.

As misturas de cDNA preparadas a partir do RNA extráıdo foram utilizadas

em hibridizações contra lâminas de microarranjo contendo um total de 4832 ORFS

do genoma de V. parahaemolyticus RIMD2210633. Foram realizados 2 experimen-

tos independentes de hibridização. O resultado das hibridizações foi visualizado

com o uso do scanner ScanArray Espress Lite que permite a detecção e a quan-

tificação da fluorescência, através do software ScanArray Express (Perkin Elmer).

Análises adicionais de bioinformática foram realizadas para garantir a qualidade e

significância dos resultados.

4.2.1 Qualidade do RNA

A concentração de RNA determinada pela medida de absorbância (260 nm)

variou de 1006 a 2877 (µg/mL) (1 unidade de Abs a 260 nm corresponde à

40 (µg/mL) de RNA). Já a integridade do RNA foi checada em gel de agarose

(Figura 4.2). Ficou evidente a integridade das bandas de RNA que representam o

RNAr 23S, 16S e 5S da amostra corada com brometo de et́ıdeo, indicando que não

houve degradação do RNA durante a sua extração com o kit RNeasy. As colunas

1, 2 e 11 representam o cultivo em maltose, as colunas 3 e 4 descrevem o cultivo

em maltose + quitina, as colunas 5 e 6 representam o cultivo em maltose + NAG,

as colunas 7 e 8 descrevem o cultivo em quitina e as colunas 9 e 10 demonstram o

cultivo de NAG. Vemos claramente as três bandas 5S, 16S e 23S nos tratamentos

de maltose, maltose + NAG e NAG enquanto nos tratamentos maltose + quitina

e quitina o RNA estava visivelmente degradado, porém a causa não é conhecida

uma vez que as amostras apresentando degradação de RNA foram preparadas em

conjunto com as amostras sem degradação. Os marcadores na coluna C são de

tamanho de 100bp.
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Figura 4.2: RNA de V. parahaemolyticus RIMD2210633 extráıdo e visualizado em
gel de agarose 1%, após marcação com brometo de et́ıdeo.

4.3 Análise do resultado de hibridização das lâminas de microar-

ranjo

A partir dos dados gerados pela detecção de sinais de fluorescência emitidos

pelas lâminas hibridizadas, foi realizado um estudo comparativo para determinar as

diferenças de expressão gênica de V. parahaemolyticus RIMD2210633 em resposta

à presença de NAG no cultivo. Foram considerados genes induzidos aqueles que

apresentaram ńıvel de expressão maior no tratamento com N-acetilglicosamina do

que no tratamento controle (apenas com Maltose). Já os genes reprimidos foram

aqueles com ńıveis de expressão menor no tratamento N-acetilglicosamina do que

no tratamento controle (apenas com Maltose).

Um exemplo de visualização da lâmina de microarranjo está apresentado na

Figura 4.3. A imagem representa uma correspondência entre os ńıveis de sinais

detectados e a medida de expressão de alguns dos genes do V. parahaemolyticus

RIMD2210633. A imagem (A) representa o resultado da hibridização do mRNA no
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tratamento Maltose contra a lâmina de microarranjo, enquento a imagem (B) rep-

resenta o resultado da hibridização no tratamento Maltose + N-acetilglicosamina

e a imagem (C) representa a comparação entre os ńıveis de transcrição de mRNA

em cada tratamento: Maltose e Maltose + N-acetilglicosamina. Nesta análise com-

parativa, quando o ńıvel de expressão de um gene espećıfico foi maior no cultivo

com N-acetilglicosamina e Maltose, os pontos de coloração eram representados em

vermelho, correspondendo a genes induzidos por NAG. Por outro lado, se o a ex-

pressão foi maior no cultivo apenas com Maltose, os pontos de coloração eram

verde, representando os genes reprimidos por NAG. Já quando os pontos foram

indicados com cor entre amarelo e laranja, o ńıvel de expressão gênica nos dois

tratamentos foi similar ou com variação considerada não significativa. Os pontos

com coloração próxima do preto são aqueles onde não ocorreu hibridização, uma

vez que o mRNA espećıfico não foi transcrito ou a transcrição ocorreu em ńıveis

abaixo da detecção da técnica utilizada.

Contudo, a análise comparativa, entre o tratamento e o controle, da expressão

gênica de V. parahaemolyticus resultou na detecção de 59 genes com expressão

induzida, 38 genes reprimidos, 523 Genes tiveram falha na leitura do sinal e 4245

não tiveram a expressão significativa na presença de NAG no cultivo, comparado

ao cultivo controle apenas com maltose.

Figura 4.3: Laminas do experimento do microarranjo. (a) genes que foram expres-
sos na presença de maltose, (b) genes que foram expressos na presença de maltose
+ NAG e (c) sobreposição da imagens (a) e (b).

30



4.4 Categorias funcionais de genes com expressão induzida ou

reprimida na presença de N-acetilglicosamina

Do conjunto total de genes com expressão alterada em resposta à NAG,

alguns são nomeados como hipotéticos, que corresponde a genes cujas protéınas

tenham sido previstas no genoma, mas para as quais não há evidência experimen-

tal de expressão in vivo ou in vitro, e hipotéticos conservados, os quais apresen-

tam ortólogos em outros organismos, de acordo com a anotação prévia determi-

nada no trabalho de sequenciamento do genoma da linhagem V. parahaemolyticus

RIMD2210663 (Tabela 4.1).

Com exceção destes genes hipotéticos, 34 e 22 genes com expressão induzida

e reprimida, respectivamente, foram classificados de acordo com as categorias fun-

cionais do banco de dados online TIGR-CMR (J. Craig Venter Institute - Compre-

hensive Microbial Resource, http : //cmr.jcvi.org/tigr−scripts/CMR/CmrHomePage.cgi).

A maioria dos genes com expressão induzida pertenceu a classes de transporte, de

metabolismo de energia, e funções regulatórias. Por outro lado, a maioria dos

genes com expressão reprimida foi classificada dentro das classes de metabolismo

de energia, transcrição e endereçamento de protéınas (Figura 4.4).

4.5 Genes induzidos pela N-acetilglicosamina após 24 horas de

cultivo

Um total de 59 genes (39 genes localizados no cromossomo I e 20 genes local-

izados no cromossomo II) apresentou sua expressão aumentada significativamente

(p < 0.05) em resposta à NAG. Vinte e um destes genes são considerados hipotéti-

cos (Tabela 4.1). De acordo com a classificação funcional, pôde-se observar que

cinco genes codificaram enzimas associadas ao metabolismo de energia, nove genes

estão relacionados a protéınas de transporte e ligação, dois genes estão associa-

dos ao metabolismo intermediário central, cinco genes são relacionados a funções

regulatórias, três genes são ligados a processos celulares, um gene associado com

tradução de sinal, um gene relacionado a protéınas associadas com modificações
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Figura 4.4: Classificação funcional de genes de V. parahaemolyticus induzidos
e reprimidos por NAG. (a) Genes Induzidos (34) e (b) Genes Reprimidos (22).
Classificação funcional de acordo com TIGR-CMR (http : //cmr.jcvi.org/tigr −
scripts/CMR/CmrHomePage.cgi). Foram suprimidos os genes classificados
como protéınas hipotéticas.

pós-traducionais e endereçamento protéico, um gene de transcrição e ainda três

genes com funções desconhecidas e outros seis genes que não puderam ser classifi-

cados.

Pelo menos quatro genes induzidos (VP0828, VP0829, VP0831, e VPA0038)

estão associados com a assimilação e o metabolismo da N-acetilglicosamina (Tabela 4.1),

o que corrobora os resultados deste trabalho sobre o efeito da N-acetilglicosamina

no crescimento de V. parahaemolyticus RIMD2210663.
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Tabela 4.1: Genes de V. parahaemolyticus RIMD2210663 induzidos pela presença

de NAG no cultivo.

N° do Genea Nome do Produto Gênicob Função Celularc

VP0358 Regulador transcricional, famı́lia

DeoR

Função Regulatória

VP0401 Protéına hipotética Protéınas hipotéticas

VP0585 Posśıvel protéına AcuB de uti-

lização da acetóına

Função Desconhecida

VP0704 Lipoprotéına YaeC (MetQ) Envelope Celular

VP0710 Componente IIBC espećıfico para

trealose, sistema PTS

Protéınas de Transporte e de

Ligação

VP0711 Trealose-6-P hidrolase Metabolismo de Energia

VP0728 Protéına hipotética conservada Protéınas hipotéticas

VP0756 Protéına hipotética Protéınas hipotéticas

VP0802 Posśıvel protéına exportadora Função Desconhecida

VP0828 N-acetilglucosamina repressor

(nagC)

Função Regulatória

VP0829 N-acetilglucosamina-6-P deaceti-

lase (nagA)

Metabolismo intermediário

central

VP0830 Protéına hipotética Protéınas hipotéticas

VP0831 Componente IIABC espećıfico

para N-acetilglucosamina, sis-

tema PTS (nagE)

Protéınas de Transporte e de

Ligação

VP0969 Protéına hipotética conservada Protéınas hipotéticas

VP1156 Protéına inibidora relacionada a

Id-2 de ligação ao DNA

Metabolismo de DNA

Continua na próxima página
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Tabela 4.1 – continuação da página anterior

N° do Genea Nome do Produto Gênicob Função Celularc

VP1229 Protéına do sistema antiporter

Na+/H+

Não classificado

VP1241 Protéına hipotética conservada Não classificado

VP1481 Protéına hipotética conservada Não classificado

VP1593 Fator de modulação do ri-

bossomo

Śıntese de protéınas

VP1602 Posśıvel NAD-glutamato

desidrogenase

Não classificado

VP1650 Protéına hipotética conservada Protéınas hipotéticas

VP1706 Protéına hipotética Protéına hipotética

VP1707 Protéına hipotética Protéına hipotética

VP2041 Protéına hipotética Protéına hipotética

VP2127 Protéına hipotética Protéına hipotética

VP2167 Protéına hipotética conservada Não classificado

VP2205 Fosfohistidina fosfatase Função Regulatória

VP2388 Fosfohistidina fosfatase Metabolismo de Energia

VP2392 Protéına relacionada a Metionil-

tRNA sintetase

Função Desconhecida

VP2394 Protéına da famı́lia simporter

sódio-galactośıdeo

Protéınas de Transporte e de

Ligação

VP2400 UDP-glucose 4-epimerase Metabolismo de Energia

VP2479 Transportador ABC de pept́ıdeo,

protéına periplasmática ligante

de pept́ıdeo

Protéınas de Transporte e de

Ligação

VP2487 N,N-diacetilquitobiose fosforilase Metabolismo de Energia

Continua na próxima página
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Tabela 4.1 – continuação da página anterior

N° do Genea Nome do Produto Gênicob Função Celularc

VP2523 Pilina tipo IV, PilA Protéınas associadas

com modificações pós-

traducionais e endereça-

mento protéico

VP2629 Protéına de quimiotaxia aceptora

de Metil

Processos celulares

VP2699 Posśıvel MshF, protéına da

biogênese de MSHA

Processos celulares

VP2844 Protéına hipotética Protéına hipotética

VP2900 Protéına hipotética Protéınas hipotéticas

VP2935 Protéına de ligação a RNA Transcrição

VPA0002 Protéına hipotética Protéınas hipotéticas

VPA0003 Transportador ABC de pept́ıdeo,

protéına ligante de ATP

Protéınas de Transporte e de

Ligação

VPA0004 Transportador ABC de pept́ıdeo,

protéına ligante de ATP

Protéınas de Transporte e de

Ligação

VPA0038 Glucosamina-6-P isomerase

(nagB)

Metabolismo intermediário

central

VPA0055 Quitinase Metabolismo de Energia

VPA0056 Protéına hipotética Protéınas hipotéticas

VPA0101 Protéına hipotética Protéınas hipotéticas

VPA0219 Protéına hipotética Protéınas hipotéticas

VPA0460 Fator PAS Protéınas associadas

com modificações pós-

traducionais e endereça-

mento protéico

Continua na próxima página
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Tabela 4.1 – continuação da página anterior

N° do Genea Nome do Produto Gênicob Função Celularc

VPA0466 Protéına A de estresse universal Processos celulares

VPA0570 Protéına hipotética Protéınas hipotéticas

VPA0588 Protéına hipotética Protéınas hipotéticas

VPA0797 Protéına hipotética Protéınas hipotéticas

VPA0942 Protéına hipotética Protéına hipotética

VPA1086 Transportador ABC de Ribose,

protéına ligante de ATP

Protéınas de Transporte e de

Ligação

VPA1087 Transportador ABC de Ribose,

protéına ligante de ATP

Protéınas de Transporte e de

Ligação

VPA1423 Regulador trancricional Função Regulatória

VPA1572 Protéına hipotética Protéınas hipotéticas

VPA1665 Posśıvel regulador do sistema

dois-componentes de resposta

Função Regulatória

VPA1667 Componente IIBC espećıfico para

glucose, sistema PTS

Protéınas de Transporte e de

Ligação

a) identificação do gene no genoma de V. parahaemolyticus RIMD2210663; b) anotação

do produto gênico dispońıvel no genoma dispońıvel; c) classificação de acordo com

TIGR-CMR.

4.6 Genes reprimidos pela N-acetilglicosamina após 24 horas

O conjunto de genes que apresentaram diminuição significativa (p < 0.05)

no ńıvel de expressão inclui 38 genes (26 genes localizados no cromossomo I e 12

genes localizados no cromossomo II) e estão listados na tabela 4.2.

Dos genes que foram reprimidos treze genes codificam protéınas hipotéticas e

hipotéticas conservadas, oito genes codificam protéınas associadas ao metabolismo

de energia, quatro genes codificam protéınas associadas com modificações pós-

traducionais e endereçamento protéico, dois genes estão ligados ao envelope celu-
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lar, um gene associado ao metabolismo de DNA e três genes são relacionados a

processos celulares.

Tabela 4.2: Genes de V. parahaemolyticus RIMD2210663 reprimidos pela presença

de NAG no cultivo.)

N° do Genea Nome do Produto Gênicob Função Celularc

VP0081 Posśıvel protéına periplasmática

induzida por hiperosmolaridade

Protéınas hipotéticas

VP0082 Posśıvel protéına transmem-

brana

Protéınas hipotéticas

VP0083 Protéına hipotética Envelope Celular

VP0086 Protéına hipotética Protéınas hipotéticas

VP0087 Protéına hipotética Protéınas hipotéticas

VP0088 Protéına hipotética Protéınas hipotéticas

VP0089 Protéına hipotética Protéınas hipotéticas

VP0356 Piruvato cinase I Metabolismo de Energia

VP0357 Protéına hipotética Protéına hipotética

VP0433 Protease DO Protéınas associadas

com modificações pós-

traducionais e endereça-

mento protéico

VP0510 Protéına DsbCde troca entre

tiol:disulfeto

Protéınas associadas

com modificações pós-

traducionais e endereça-

mento protéico

Continua na próxima página
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Tabela 4.2 – continuação da página anterior

N° do Genea Nome do Produto Gênicob Função Celularc

VP0535 Lipoprotéına peptidase sinal Protéınas associadas

com modificações pós-

traducionais e endereça-

mento protéico

VP0583 Malato sintase A Metabolismo de Energia

VP0584 Isocitrato liase Metabolismo de Energia

VP0636 Protéına de membrana externa A

(ompA)

Envelope Celular

VP0647 Pequena protéına A Função Desconhecida

VP0868 Posśıvel lipoprotéına de mem-

brana Slp

Envelope Celular

VP1106 Protéına de membrana carredora

de lipoprotéınas

Protéınas associadas

com modificações pós-

traducionais e endereça-

mento protéico

VP1189 Protéına h́ıbrida; similar a

homóloga prismane

Função Desconhecida

VP1261 Protéına hipotética Protéınas hipotéticas

VP1278 Posśıvel protéına relacionada a

SpoOM

Função Desconhecida

VP1718 Citocromo peroxidase c551 Processos celulares

VP2725 Protéına hipotética Função Desconhecida

VP2779 Protéına hipotética conservada Protéınas hipotéticas

VP2811 Protéına do flagelo polar tipo só-

dio MotX

Processos celulares

Continua na próxima página
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Tabela 4.2 – continuação da página anterior

N° do Genea Nome do Produto Gênicob Função Celularc

VP2821 Posśıvel protéına ligante de nu-

cleot́ıdeo

Protéınas hipotéticas

VPA0228 Protéına hipotética Protéına hipotética

VPA0345 Protéına hipotética Processos celulares

VPA0461 Alfa-amilase Metabolismo de Energia

VPA0462 Protéına hipotética Função Regulatória

VPA0523 Protéına hipotética Protéınas hipotéticas

VPA0596 Posśıvel protéına de quimiotaxia

aceptora de Metil

Processos celulares

VPA1230 Gliceraldéıdo 3-P desidrogenase Metabolismo de Energia

VPA1450 Protéına relacionada a MoxR Função Desconhecida

VPA1619 4-alfa-glucanotransferase Metabolismo de Energia

VPA1638 Posśıvel precursor de pululanase Metabolismo de Energia

VPA1641 Posśıvel amilase maltogênica Metabolismo de Energia

VPA1642 Posśıvel protéına CymC Metabolismo de DNA

a) identificação do gene no genoma de V. parahaemolyticus RIMD2210663; b) anotação

do produto gênico dispońıvel no genoma dispońıvel; c) classificação de acordo com

TIGR-CMR.

4.7 Dendogramas

A partir das tabelas geradas pela leitura do microarranjo, foram constrúıdos

dendogramas utilizando o toolbox de bioinformática do MATLAB.

Nas figuras ( 4.5 e 4.6) temos os dendogramas que representam o compor-

tamento dos genes estudados durante o experimento em 3 pontos de observações,

24 (coluna A), 44(coluna B) e 72 (coluna C) horas. Os dendogramas foram gera-

dos utilizando o Toolbox de Bioinformatica do Matlab. O script feito encontra-se

dispońıvel nos anexos desta dissertação.
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O dendograma 4.5 mostra o comportamento dos genes que foram induzidos

na presença de NAG, quanto mais azul, mais induzido está o gene e quanto mais

vermelho menos induzido. Enquanto o dendograma 4.6 mostra o comportamento

dos genes que foram reprimidos, quanto mais azul, menos reprimido estão os genes

e quando mais vermelho mais reprimido.

Podemos notar que no dendograma 4.5 existem 3 clusters bem distintos. No

primeiro cluster temos os genes que tiveram a indução mais tardia. No segundo

cluster temos os genes que tiveram uma expressão significativa no ińıcio das ob-

servações e foram decaindo com o passar do tempo. O terceiro cluster contem os

genes que tiveram uma indução significativa durante todo o experimento.

Figura 4.5: Dendograma dos genes induzidos.
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No dendograma 4.6 podemos observar a existencia de 3 clutes bem definidos.

No primeito cluster estão os genes que a repressão ocorreu de forma mais tardia.

O segundo cluster contem os genes que tiveram um indice de repressão moderada

durante todo o experimento. No terceiro cluster temos os genes que tiveram uma

repressão significativa durante todo o experimento.

Figura 4.6: Dendograma dos genes reprimidos.
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Caṕıtulo 5

Discussão

Com o intuito de determinar o efeito da NAG na expressão gênica da bactéria

marinha V. parahaemolyticus RIMD2210633, foram realizados experimentos de

cultivo e de analise da expressão gênica por meio de microarranjos. Neste trabalho

ficou evidente que a NAG influencia a expressão gênica de V. parahaemolyticus

RIMD2210633. Uma coleção de genes parece ser induzida enquanto que outra

parcela dos genes parecem ser reprimidos em resposta ao cultivo na presença de

NAG

5.1 Curva de crescimento

Ao comparar as duas curvas de crescimento (Figura 4.1 A e B) é posśıvel

notar que ambas apresentam uma fase de crescimento inicial semelhante, até o

peŕıodo próximo das 11 horas. Nesta fase, a curva de crescimento representada

na figura 4.1(A), que utiliza a Maltose como fonte única de energia e carbono,

apresenta-se na fase exponencial com taxa de aumento populacional similar à curva

de crescimento visualizada na figura 4.1 (B), onde o meio é composto de Maltose

e NAG. Esta mesma proporção de crescimento pode indicar uma preferência do

organismo pela fonte de energia Maltose (Kirchman, 2000), em comparação com

o uso de NAG como fonte de energia. Entre 11 e 22 horas é notável que a taxa

de crescimento foi reduzida. Em ambas as curvas isto ocorre devido ao aumento

populacional e a concomitante redução da maltose.
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Depois das 23 horas são notados comportamentos diferentes entre as curvas.

A curva A (tratamento com maltose) segue em uma taxa constante de crescimento

moderado que persiste até o final do experimento. Na curva A pode ser observado

que até o final do experimento ela não entra em uma fase estacionaria. Enquanto

a curva 4.1 (B) entra em um novo estágio de crescimento exponencial, similar a

sua fase inicial porem, mais curta. Este resultado ocorre devido à presença de uma

segunda fonte de energia, a NAG. Durante o intervalo de tempo da primeira para a

segunda fase de crescimento da figura 4.1 (B), entre 11h e 23h, pode se supor que o

organismo entra em um estágio de ajuste na maquinaria de obtenção de energia, ou

seja, há uma mudança na expressão gênica. Esta mudança na expressão gênica é

necessária para ajustar a especificidade no sistema de transporte celular e nas vias

metabólicas de utilização da fonte de energia, de Maltose para NAG. Em seguida,

após as 33 horas a curva 4.1 (B) entra em uma fase estacionaria que se prolonga até

o final do experimento, devido à diminuição da disponibilidade do segundo açúcar.

Levando em consideração os dados das curvas de crescimento, o tempo de 24 horas

de cultivo foi determinado para extração de RNA a análise de transcriptomas por

microarranjo. Um fato importante foi a concentração dos açúcares utilizada nos

cultivos: no tratamento apenas com Maltose (curva 4.1 (A) a concentração usada

foi de 5g/l, enquanto que no tratamento com Maltose e o NAG foram adicionados

5g/l de cada um dos açúcares.

5.2 Análise de transcriptomas

A análise de transcriptomas de V. parahaemolyticus permitiu a detecção de

clusters gênicos com expressão alterada em resposta à modificação da fonte de en-

ergia e carbono de Maltose para NAG. De uma total de 3885 genes analisados, a

grande maioria não apresentou variação no ńıvel transcricional em resposta à uti-

lização de NAG pela bactéria. Isso indica que há uma pequena mudança fisiológica

em resposta às fontes de energia e carbono utilizadas.

No entanto, foi observado que a presença de NAG no cultivo foi capaz de
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induzir o ńıvel de transcrição de 59 genes de V. parahaemolyticus. Estes genes cod-

ificam protéınas envolvidas na colonização, no transporte, assimilação e utilização

da NAG dentro da bactéria. Em contrapartida, 38 genes apresentaram os ńıveis

transcricionais reprimidos em resposta ao cultivo com NAG. Foram visualizados

34 genes hipotéticos ou hipotéticos conservados com os ńıveis transcrionais alter-

ados em resposta ao cultivo com NAG. A simples detecção de moléculas de RNA

transcrito já indica que estes genes não são mais hipotéticos, mas sim genes reais

com função desconhecida. Além disso, a regulação gênica destes genes em reposta

à NAG fornece um vasto campo de estudo de mecanismos genéticos e metabólicos

envolvidos que merecem uma análise posterior mais aprofundada.

Grande parte dos genes que apresentou expressão alterada em resposta à

NAG possui funções referentes ao transporte e ligação de substrato (genes induzi-

dos) e ao metabolismo de energia (genes reprimidos). De fato, estes dois mecanis-

mos são os primeiros a serem modificados na bactéria em resposta às modificações

ambientais. O primeiro passo para que a bactéria utilize uma nova fonte de energia

e carbono, que neste estudo é a NAG, é a śıntese de novos sistemas de quimiotaxia,

detecção da fonte e transporte para dentro da célula. O sistema de transporte per-

mite que organismo adquira materiais para a biosśıntese e produção de energia

e libera no ambiente os subprodutos de seu metabolismo. Este sistema possui

protéınas espećıficas para reconhecer e transportar fontes de energia e outros ma-

teriais para dentro da célula. Dentro da célula, a presença da fonte de carbono e

energia promove uma modificação fisiológica para sintetizar uma nova maquinaria

metabólica espećıfica. Em paralelo, uma série de genes que codificam protéınas

(transportadores e enzimas) espećıficas para a fonte de carbono inicial são reprim-

idos para que o gasto de energia de bactéria seja reduzido e eficaz (Neidhardt,

1999).
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5.3 Genes induzidos pela N-acetilglicosamina

O grupo de genes induzidos (59 genes) compreende genes cuja concentração

de transcritos foi aumentada no tratamento com Maltose + NAG em resposta

ao tratamento apenas com Maltose. A maioria dos genes induzidos (nove genes)

na presença de N-acetilgicosamina codifica protéınas do sistema de transporte e

ligação. Os genes foram VP0710, VP0831, VP2394, VP2479, VPA0003, VPA0004,

VPA1086, VPA1087 e VPA1667.

O processo de transporte do NAG para dentro de vibrios começa com atração

da bactéria pelo açúcar, que é transportado pela protéına NagE para dentro da

célula. NagE pertence ao sistema fosfotransferase (phosphotransferase system -

PTS). Este sistema catalisa a transferência de grupo fosforil do fosfoenolpiru-

vato para os seus substratos de açúcar e concomitantemente transloca os açúcares

através da membrana bacteriana. Durante o seu transporte, a NAG é então fosfo-

rilada, recebendo um ligação 6-fosfato e passa a ser N-acegilglicosamina-6-fosfato

(NAG-6P) (Plumbridge, 1989, 1999, 2000). Neste estudo, com V. parahaemolyti-

cus, o genes que codifica o transportador NagE (VP0831) foi induzido em resposta

à NAG. Com o açúcar dentro do organismo a próxima etapa do processo é degradar

o NAG para uma fonte de energia mais simples.

O resultado do experimento mostra que 13 genes responsáveis pelo metabolismo

de energia e 2 genes responsáveis pelo metabolismo intermediário central tiveram

sua expressão aumentada na presença de NAG. Os genes do metabolismo inter-

mediário são estritamente ligados a degradação de NAG, sendo o VP0829 (nagA)

e o VPA0038 (nagB). O processo de degradação da NAG resulta na produção de

um açúcar mais simples, a Frutose-6-Fosfato. Para isto, a protéına NagA (codifi-

cada pelo gene VP0829, nagA) degrada o NAG-6P (NAG-6-fosfato) em GlcN-6P

(glucosamina-6-fosfato) e acetato por uma processo de deacetilação. Em seguida o

GlcN-6P sofre ação de NagB e se transforma em Fru-6P (Frutose-6-Fosfato) e NH3.

Fru-6-P deixa a via do metabolismo de açúcar e passa a via da Glicólise (KEGG).

Além dos genes nagA, nagE e nagB, os outros genes do operon nag também
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foram induzidos por NAG, tais como o repressor do operon nagC (VP0828) e o

gene hipotético localizado no meio do operon (VP0830). De fato, está claro que a

presença de NAG e também a ausência de glicose (monômero da maltose) no cultivo

promove a indução destes genes do operon nag e de dezenas de outros genes que

possivelmente fazem parte de um regulon nag em V. parahaemolyticus. Uma vez

que nesta bactéria a organização dos genes nag é similar à V. cholerae, supõe-

se que a regulação possa ser similar. A indução do operon nag pode ocorrer de

maneira dependente do repressor NagC já descrita para outros vibrios ( Figura 5.1;

(Plumbridge e Kolb, 1991; Soares, 2000; Santos, 2005; Meibom et al., 2004)), ou

com o aux́ılio de outros fatores de transcrição (Sohanpal et al., 2004; Barnhart

et al., 2006).

Figura 5.1: Operon nag de V. cholerae. CaixaE, CaixaB, e Caixa2 são śıtios de
ligação do repressor NagC e CRP é o śıtio de ativação de CRP-cAMP. Regulação
proposta por Soares, 2000 e Santos, 2005: Todos os genes nag sofrem repressão
transcricional pela ligação de NagC aos śıtios espećıficos (caixas), o que pode ser
impedido pela presença de NAG. Os genes nagE e nagA-1 também podem ser
ativados pela ação de CRP-cAMP, exceto na presença de D-glucose (Repressão
catabólica).

A partir da degradação da NAG-6-P é liberado dentro da célula acetato,

furtose-6-P e NH3. Esta liberação de acetato e NH3 é um ponto crucial de difer-

ença entre os estados metabólicos de V. parahaemolyticus cultivado na presença
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de NAG ou Maltose. Em particular, o gene VP0585 que codifica uma posśıvel

protéına AcuB de utilização da acetóına foi detectado com induzido. Segundo Pa-

padopouloua e Sealy-Lewisa (1999) a protéına codificada por este gene no fungo

Aspergillus possui a função parecida com a protéına FacB que faz a degradação

do acetato (Todd et al., 1997). Ainda neste âmbito, o gene VP1602 que codi-

fica uma posśıvel NAD-glutamato desidrogenase também foi induzido por NAG.

Esta protéına é capaz de transformar amônia em L-glutamato e vice-versa. Já

que no cultivo com NAG imagina-se que há uma grande quantidade de amônia

(NH3) dentro da célula, este excesso deve estar sendo direcionado para a pro-

dução de glutamato, que, por sua vez, é um sinalizador intracelular de quantidade

de nitrogênio dispońıvel no meio externo (Plumbridge, 1990; Plumbridge e Kolb,

1991). Imagina-se, portanto, que as protéınas codificadas pelos genes VP0585 e

VP1602 esteja atuando na utilização dos excessos de acetato e amônia liberados

pela degradação de NAG dentro das células de V. parahaemolyticus.

Alguns genes do metabolismo de energia que foram induzidos foram VP0711,

VP2388, VP2400, VP2487, VPA0055. Um fato interessante é a indução da ex-

pressão do gene VPA0055 que codifica para uma quitinase no cromossomo 2, que

é responsável pela degradação da quitina em NAG ou em quitooligômeros, tais

como quitobiose (NAG2) (KEGG, Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes ;

(Keyhani e Roseman, 1999)), mesmo sem a presença de quitina no cultivo. Uma

hipótese para que este fato aconteça é que a percepção da presença de NAG por

V. parahaemolyticus pode indicar uma posśıvel fonte maior de quitina (composta

por monômeros de NAG) no ambiente próximo e, portanto, isso deve servir de

start para que a bactéria comece a preparar o mecanismo para o transporte e

degradação da quitina. Em concordância com isso, o gene VP2487, induzido, codi-

fica a protéına N,N-diacetilquitobiose fosforilase, uma novel fosforilase descrita em

V. furnissii (ChbP), que promove a reação reverśıvel de quitobiose em NAG-1P e

NAG dentro da célula (Roseman e Baenziger, 2000).

De fato, em uma análise de transcriptoma de V. cholerae para identificar
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grupos de genes envolvidos na utilização de NAG e outros oligossacaŕıdeos de NAG,

em comparação com genes expressos pela bactéria planctônica em água do mar, foi

demonstrado que NAG é capaz de induzir não só o operon nag, mas também uma

quitinase VCA0811 do cromossomo II, uma protéına de quimiotaxia (VC0449) e

outros. Em V. parahaemolyticus pode-se supor que os genes VP2487, VPA0055 e o

VP2629 (Protéına de quimiotaxia) fazem parte de uma regulon nag que responde

à presença de NAG no meio de cultivo.

Com base em observações das vias metabólicas no KEGG (Kyoto Encyclope-

dia of Genes and Genomes) podemos induzir a funcionalidade de alguns genes

que foram expressos com maior intensidade na presença de NAG. O glicerol-

3-P desidrogenase (VP2388) codifica uma protéına que converte Glicerone-P e

sn-Glicerone-3-P e vice-versa e participa do metabolismo de glicerofosfoliṕıdeos.

O gene VP2400 codifica a protéına UDP-glucose 4-epimerase, que transforma de

UDP-glicose em UDP-galactose e o caminho inverso, sendo atuante no metabolismo

da galactose. No entanto, com os dados obtidos neste estudo, não se pode supor

alguma hipótese para o aumento de expressão destes genes no cultivo com NAG.

Foram detectados alguns posśıveis operons induzidos por NAG. Um exemplo

foi o operon composto pelos genes VP0710 e VP0711. VP0710 codifica para uma

protéına de membrana que é o componente IIBC espećıfico para trealose (treP)

do sistema de transporte PTS, um transportador que leva a Trealose para dentro

da célula, e adiciona concomitantemente grupo fosfato. Como resultado, trealose

extracelular é assimilado como trealose-6-P intracelular, que é transformado por

trealose-6-P hidrolase (VP0711, treC) em D-Glicose-6P. Em E. coli e B. subtilis,

treC e treP estão organizados em um operon induzido por trealose 6-P e nega-

tivamente regulado por repressão catabólica, assim como por um repressor TreR

(Arguelles, 2000; Burklen et al., 1988; Arguelles, 2000). Com isso, imagina-se que

a simples escassez de glicose extracelular no cultivo de V. parahaemolyticus possa

ser um sinal de indução ou de não repressão para este operon.

Outro posśıvel operon é formado por VPA1086 e VPA1087 que codificam re-
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spectivamente as protéınas RbsA e RbsD (Transportador ABC de Ribose, protéına

ligante de ATP) que são responsáveis pela assimilação de D-ribose para dentro da

célula (KEGG). As protéınas OppA, OppD e OppF (Transportador ABC de pep-

t́ıdeo, protéına ligante de ATP) formam um Transportador ABC que é responsável

pelo transporte de pept́ıdeo e ńıquel para dentro da célula e eles são codificados

respectivamente pelos genes VP2479, VPA0004 e VPA0003, que foram induzidos

em resposta à NAG. Parece existir um operon formado por VPA002 (protéına

hipotética), VPA003 e VPA004 em V. parahaemolyticus que é induzido em re-

sposta ao cultivo em NAG.

Um outro gene que teve sua expressão aumentada na presença de NAG foi o

que codifica a Pilina tipo IV, utilizada na produção do pilus do tipo IV, que está

associado à competência em muitas espécies bacterianas. Segundo Meibom et al.

(2004, 2005) V. cholerae se torna competente para transformação de fragmentos

genômicos de outras linhagens, na presença de quitina. Foi proposto que a com-

petência para transformação em V. cholerae requer um complexo de ligação por

pilus tipo IV, uma posśıvel protéına de ligação ao DNA e três cascatas regulatórias

ativadas por determinantes ambientais, que são a presença da quitina, o aumento

da densidade celular, e a limitação de nutrientes, stress ou desaceleração do cresci-

mento. Acreditamos que o mesmo pode acontecer com V. parahaemolyticus porém

na presença de NAG, que é um subproduto da quitina.

A protéına Lipoprotéına YaeC (MetQ) codificada pelo gene VP0704 é parte

de um transportador que juntamente com as protéınas MetI e MetN transporta o

D-metionina para dentro da célula. Em V. cholerae, foi descrito uma indução do

gene metQ em condições de exposição à NAG, enquanto que os demais genes do

operon metQIN mostraram ńıveis de expressão não alterado (Meibom et al., 2004).

Isso indica que pode haver um mecanismo regulatório, tanto em V. cholerae quanto

em V. parahaemolyticus, apenas na expressão de yaeC, devido à alguma função adi-

cional da protéına. Embasando esta hipótese, há estudos de ant́ıgenos de superf́ıcie

de V. vulnificus que mostraram que o gene da lipoprotéına YaeC desta espécie foi
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mais expressa in vivo, em pacientes septicêmicos (Kim et al., 2003). YaeC, assim

como outras lipoprotéınas de diversas bactérias, possuem atividades antigênicas,

que induzem a produção de anticorpos, via ativação de receptores do tipo Toll

(TLR 2 e 6). Além disso, foi sugerido que as lipoprotéınas sejam componentes de

um perfil associado à patogenicidade, produzido por micro-organismos (Aliprantis

et al., 1999; Hirschfeld et al., 1999; Janeway e Medzhitov, 1999; Takeuchi et al.,

2001; Verjan et al., 2005).

Também ligado à patogenicidade, o gene VP2699, que codifica a protéına

MshF, integrante da biogênese do pilus tipo IV MSHA (mannose-sensitive hemag-

glutinin pilus), também foi induzido. MSHA é um importante fator que estimula

a aderência de V. cholerae a várias superf́ıcies (inertes, ou do muco intestinal

e, em particular, superf́ıcie quitinosas), além de ser primordial para a produção

de biofilme (Zhang et al., 2003; Watnick et al., 1999; Chiavelli et al., 2001; Mer-

rell et al., 2002; Meibom et al., 2004). Em V. parahaemolyticus RIMD2210633

foram detectados dois clusters de genes que produzem pilus tipo IV. Um grupo

é similar ao encontrado em bactérias Gram-negativas, tais como Pseudomonas

aeruginosa, Vibrio cholerae (chitin-regulated pilus; ChiRP) e Vibrio vulnificus. O

outro é homólogo aos genes para o pilus hemaglutinina senśıvel à manose (MSHA).

Através de estudos de mutantes, foi observado que os dois tipos de pilus tipo IV

de V. parahaemolyticus contribuem para a formação de biofilme de maneiras difer-

entes, sugerindo que ambos coletivamente atuam em uma estratégia refinada para

sobrevivência de V. parahaemolyticus em ambientes naturais (Shime-Hattori et al.,

2006).

5.4 Genes reprimidos pela N-acetilglicosamina

A utilização do NAG pelo organismo faz com que alguns genes não sejam

utilizados para o processo de transporte, degradação e absorção do mesmo. Como

resultado do experimento foi obtido uma lista, apresentada na sessão 4.6, de genes

inibidos quando V. parahaemolyticus começa a assimilar e utilizar NAG (genes
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reprimidos). A repressão da expressão destes genes provavelmente deve ocorrer

devido a um ajuste de economia de energia da célula, a qual evita gastar energia

para sintetizar um produto que não terá utilidade naquele instante, ou eventual-

mente causar até mesmo alguma interferência na via metabólica.

A maioria dos genes reprimidos é referente ao metabolismo de energia. Com

base em observações das vias metabólicas no KEGG podemos induzir a funcional-

idade de alguns genes que foram regulados negativamente. VP0356 e VPA1230

atuam na glicólise. O gene VP0356 codifica a protéına piruvato cinase I trans-

forma fosfoenol-piruvato em piruvato. A protéına gliceraldéıdo 3-P desidrogenase

(Gap) codificada pelo gene VPA1230 faz a transformação de gliceraldéıdo-3P em

Glicerato-1,3P2. O gene que codifica esta última protéına, a Gap, já foi descrito

em B. subtilis como sendo induzidos transcricionalmente no cultivo em altas quan-

tidades de glicose, junto com outros genes envolvidos no metabolismo da glicólise

(Tobisch et al., 1999). Em V. parahaemolyticus, podemos supor que gap deixou de

ser induzido devido à escassez de glicose intracelular pelo ińıcio da utilização de

NAG pela bactéria.

O provável operon formado por VP0583 e VP0584 mostrou-se reprimido em

resposta à utilização de NAG por V. parahaemolyticus. A Isocitrato liase (VP0584)

promove a transformação do isocitrato em succinato e Glioxilato. Esta enzima fun-

ciona como um ponto de ramificação do metabolismo de carbono (ciclo de Krebs

ou TCA) que promove o desvio do isocitrato através de um caminho de conversão

de carbono, o ciclo glioxilato (Fig 5.2), transpassando duas etapas do ciclo TCA

(ciclo do ácido tricarbox́ılico), que converte isocitrato em succinil-CoA. A protéına

Malato sintase A (outra enzima t́ıpica do ciclo glioxilato), codificada por VP0583,

transforma o glioxilato e acetil-CoA em malato. O desvio do metabolismo de car-

bono para o ciclo glioxilato permite a produção de um produto de 4 carbonos

a partir de duas moléculas de acetil-CoA (convertido a partir do acetato), com

o gasto de apenas uma molécula de CO2 (Kornberg, 1966; Ornston e Ornston,

1969). A atividade da isocitrato liase possibilita um desvio do caminho do ci-
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clo TCA não necessitando de alguns intermediários, sendo, portanto um caminho

bioqúımico mais eficiente para o crescimento de células bacterianas e de outros

organismos, principalmente em cultivos ricos em ácidos graxos. De modo geral,

o ciclo do glioxilato é reprimido durante o cultivo em glicose e induzido durante

o cultivo em acetato (Nimmo et al., 1987; Cozzone, 1998). No entanto, para V.

parahaemolyticus, parece ocorrer o inverso. O cultivo na presença de NAG, onde

se deduz ser rico em acetato intracelular, induz uma repressão da via do glioxilato.

Isso indica um novo mecanismo regulatório das vias do ciclo TCA em V. para-

haemolyticus, independente da concentração de acetato e que deve ser investigado

com mais detalhes.

Figura 5.2: : Ciclo de Krebs ou TCA (ciclo do ácido tricarbox́ılico). O ćırculo
indica a via completa do ciclo TCA descrita para maioria dos vegetais superiores
e bactérias. A via do glioxolato está marcada em negrito, começando pela ação da
isocitrato liase sobre o isocitrado quando o mesmo está com altas concentrações
intracelulares

Outros dois posśıveis operons parecem ter sido reprimidos por NAG. Eles são

formados por VP0081, VP0082, VP0083 e VP0086, VP0087, VP0088, VP0089. A
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maioria destes genes é de protéınas hipotéticas. Considerando a regulação destes

genes em resposta ao tipo de fonte de carbono e energia utilizada, esta região gênica

desperta o interesse para estudos aprofundados de função protéica e regulação

gênica. Alguns genes com funções associadas com modificações pós-traducionais e

endereçamento protéico também foram reprimidos por NAG. A protéına Protease

DO é uma protéına deformadora que é codificada pelo gene VP0433 e possui as

funções na degradação de protéınas intracelulares. Esta protéına é essencial para

sobrevivência em altas temperaturas e é induzida em torno de duas vezes quando a

bactéria chega à fase estacionária de cultivo (Seol et al., 1991; Swamy et al., 1983).

O gene VP0510, reprimido, codifica uma protéına DsbC de troca entre tiol:disulfeto

que, junto com a protéına DsbA, são integrantes chave para a formação de pontes

disulfeto em protéınas recém-formadas no periplasma (Zapun et al., 1995). Além

disso, há o gene VP0535 que codifica a lipoprotéına peptidase sinal, que é uma

protéına de membrana envolvida no reconhecimento e remoção de pept́ıdeos sinais

de lipoprotéınas para exportação (Mizushima et al., 1984). Já o gene VP1106 cod-

ifica para uma protéına LolA envolvida na localização e fixação da lipoprotéına

mais abundante Lpp da membrana externa (Matsuyama et al., 1997). Estes re-

sultados sugerem que no ińıcio da utilização de NAG por V. parahaemolyticus, há

uma repressão de mecanismos envolvidos com o enovelamento e com a secreção

protéica.

Ainda como reprimido alguns genes apareceram com bastante lógica. Os

genes VPA0461, VPA1619, VPA1638 e VPA1641 codificam para protéınas en-

volvidas na degradação de amido, dextrina, maltose e outros poĺımeros da gli-

cose formados por ligações glicośıdicas. O gene VPA0461 que codifica a protéına

alfa-amilase que é responsável por transformar amido ou glicogênio em Dextrina.

Através da ação da α-amylase extracelular (AmyE), algumas bactérias são capazes

de hidrolisar amido, glicogênio e amilose em pequenas moléculas de maltodext-

rina (Ishikura et al., 1977; Park et al., 2009). Enquanto os genes VPA1638 e

VPA1641 codificam para um precursor de pulunanase e uma amilase maltogênica.
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Ambas atuam em um processo de degradação de glicogênio que envolve a hidrólise

de ligações α-1,6-glicośıdicas pela pululanase com a liberação de um maltooligos-

sacaŕıdeos linear, que é hidrolisado em maltose e maltotriose pela amilase mal-

togênica (Park et al., 2009). Além disso, o gene VPA1619 codifica a protéına

4-alfa-glucanotransferase que é responsável pela transformação da Maltose em alfa-

D-Glicose. A repressão destes genes no ińıcio da utilização de NAG por V. para-

haemolyticus indica que a bactéria sofreu uma alteração fisiológica quanto à especi-

ficidade para captura de fontes de carbono. Está claro que, durante o cultivo em

meio com maltose em abundância, V. parahaemolyticus aumentou a expressão de

protéınas envolvidas na degradação de maltose ou de posśıveis fontes maiores deste

dissacaŕıdeo no ambiente. Com o ińıcio da assimilação de NAG, algum mecanismo

de regulação foi acionado para que esta maquinaria fosse reprimida.

5.5 Importância da N-acetilglicosamina para o crescimento do V.

parahaemolyticus

As bactérias do gênero vibrio possuem um elevado ı́ndice de formação de

colônias por possúırem mecanismos que permitem que elas consumam variadas

fontes de carbono (Thompson et al., 2006) e entre estas fontes podemos citar a

quitina, a maltose e a NAG. O NAG é o oligômero que compõe a quitina e está

presente em muitos outros poĺımeros marinhos, sendo, conseqüentemente, um dos

açucares mais abundantes no ambiente marinho. Existe uma grande possibilidade

de que o V. parahaemolyticus utilize o NAG como fonte de nutriente, já que ele

permite o crescimento do organismo, indicando a alta versatilidade metabólica

desta bactéria. Segundo estudos recentes, a ligação, assimilação e utilização de

quitina, quitioligômeros e NAG são capazes de induzir mecanismos de regulação

gênica que proporcionam alterações fisiológica em vibrios, tais como competência

natural, melhoramento do fitness na formação de biofilme, na sobrevivência no

ambiente e nos hospedeiros e na patogenicidade (Meibom et al., 2004; Santos,

2005; Meibom et al., 2005; Huq et al., 2005; Kirn et al., 2005; Reguera e Kolter,

54



2005).

A quitina tem uma forte influência no crescimento e na fisiologia dos vibrios.

Foi estimado que a quitina suporte até 10% da produção de bactérias marinhas

(Kirchman e White, 1999), e especula-se que a a onipresença dos vibrios possa ser

explicada através sua habilidade de se ligar e degradar a quitina presente no ex-

oesqueleto de organismos marinhos (Riemann e Azam, 2002; Colwell et al., 2003).

Neste estudo, os resultados indicam que o cultivo de V. parahaemolyticus na pre-

sença de NAG induz uma mudança fisiológica caracterizada inicialmente pela ati-

vação de mecanismos catabólicos de NAG, o aumento da maquinaria de aderência

e formação de biofilme e, possivelmente o surgimento de um perfil mais patogênico

e mais suscet́ıvel à captação de fragmentos gênicos por competência natural.
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Caṕıtulo 6

Conclusões

Com base nas análises dos resultados apresentados durante esta dissertação,

pode ser conclúıdo que:

� A N-acetilglicosamina é utilizada por V. parahaemolyticus como fonte de

carbono e energia;

� A assimilação e utilização de NAG por V. parahaemolyticus aciona mecan-

ismos intracelulares de ativação e repressão da expressão de diversos genes

que formam, portanto, um regulon nag ;

� Há ind́ıcios de que N-acetilglicosamina pode ativar mecanismos de com-

petência natural e de aderência e formação de biofilme em V. parahaemolyti-

cus ;

� Os 34 genes hipotéticos ou hipotéticos conservados encontrados no exper-

imento não são mais hipotéticos, mas sim genes reais com função descon-

hecida porem, regulados com presença de NAG e

� Existe a hipótese de que a regulação do nag do V. parahaemolyticus é

parecido com o do V. cholerae.
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Caṕıtulo 7

7.1 Script MATLAB

Figura 7.1: Script do MATLAB para gerar o dendograma.
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Baixar livros de Psicologia
Baixar livros de Química
Baixar livros de Saúde Coletiva
Baixar livros de Serviço Social
Baixar livros de Sociologia
Baixar livros de Teologia
Baixar livros de Trabalho
Baixar livros de Turismo
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