RESSALVA

Atendendo solicitacdo do(a) autor(a),
o texto completo desta tese serd disponibilizado

somente a partir de 01/07/2021.



N

N

Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”
Instituto de Biociéncias de Botucatu
Programa de P4s-Graduacdo em Biotecnhologia

Identificacdo de assinaturas sistémicas associadas a tolerancia ao etanol em

linhagens de Saccharomyces cerevisiae

Ivan Rodrigo Wolf

Botucatu - SP
2019



0N
K

Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”
Instituto de Biociéncias de Botucatu
Programa de P4s-Graduacdo em Biotecnologia

Identificacdo de assinaturas sistémicas associadas a tolerancia ao etanol em

linhagens de Saccharomyces cerevisiae

Doutorando: Ilvan Rodrigo Wolf
Orientador: Dr. Guilherme Targino Valente

Tese apresentada ao Programa de Pés-Graduacgao
em Biotecnologia do Instituto de Biociéncias de
Botucatu da Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho”, para obtencao do titulo de doutor.

Botucatu - SP
2019



Wolf, lvan Rodrigo
WBE3i Identificacao de assinaturas sistéemicas
associadas a tolerancia ao etanol em linhagens de
Saccharomyces cerevisiae / lvan Rodrigo Wolf. --
Botucatu, 2019
118 p.

Tese (doutorado) - Universidade Estadual Paulista
(Unesp), Instituto de Biociéncias, Botucatu
Orientador: Guilherme Targino Valente

1. Biologia de Sistemas. 2. Saccharomyces
cerevisiae. 3. Bioinformatica. 4. Biologia celular. 5.

- roferancia ?0 Etranof. 1. I.hI[LlIO. .
Sistema de geracao aufomaiica de fichas catalograficas da Unesp.

Biblioteca do Instituto de Biociéncias, Botucatu. Dados fornecidos pelo
autor(a).

Essa ficha nao pode ser modificada.



unesp - T

ATA DA DEFESA PUBLICA DA TESE DE DOUTORADO DE IVAN RODRIGO WOLF, DISCENTE
DO PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM BIOTECNOLOGIA, DO INSTITUTO DE BIOCIENCIAS
- CAMPUS DE BOTUCATU.

Aps 01 dias do més de julho do ano de 2019, as 14:00 horas, no(a) Sala B - Central de Aulas do IBB,

S e . e, yh
[ —

reuniu-se a Comissdo Examinadora da Defesa Plblica, composta pelos seguintes membros: Prof. Dr.
GUILHERME TARGINO VALENTE - Orientador(a) do{a) Departamento de Engenharia de
Bioprocessos e Biotecnologia / Faculdade de Ciéncias Agrondmicas de Botucatu - UNESP, Prof. Dr.
RAFAEL PLANA SIMOES do(a) Departamento de Engenharia de Bioprocessos e Biotecnologia /
Faculdade de Ciéncias Agrondmicas de Botucatu - UNESP, Prof. Dr. FABRICIO MARTINS LOPES
do(a) Departamento Académico de Computagao / Universidade Tecnolégica Federal do Parana , Prof,
Dr. ROBSON FRANCISCO CARVALHO do(a) Departamento de Morfologia / Instituto de Biociéncias
de Botucatu - UNESP, Professor Associado PAULO EDUARDO MARTINS RIBOLLA do(a)
Departamento de Parasitologia / Instituto de Biociéncias - IB - Unesp - Campus de Botucatu, sob a
presidéncia do primeiro, a fim de proceder a arguigdo pablica da TESE DE DOUTORADO de IVAN
RODRIGO WOLF, intitulada Identificagao de assinaturas sistémicas associadas a tolerancia ao
etanol em linhagens de Saccharomyces cerevisiae. Apds a exposigdo, o discente foi arguido

_ _ . Nada mais havendo, foi lavrada a presente ata, que apds lida e aprovada, foi assinada pelos

membros da Comissao Examinadora.

A

G |(|§Eﬁﬁfﬂv40 VALE ?é
Prof. Dr. RAFAEL PLANA SIMOES }E][‘/Z M fy/wﬂ
Prof. Dr. FABRICIO MARTINS LOPES j“‘

Prof. Dr. ROBESON FRANCISCO CARVALHO
Professor Associado PAULO EDUARDC MARTINS RIBOLLA /L\—,’

Il ulo de Biocéncis - Chmpus de Bolucaty
Rua Doulor Antonso Celsc Wagner Zanm, sin®, 186158683, Bofucaiu - S0 Pauk
hilptraww ibb. unesp hriflipos-gracduacacdbictscnologa’CHPS; 48,031, 81AM022-58



“Eu sei que vocé acredita que entende o que acha que eu disse, mas nao tenho
certeza se vocé entende que o que vocé ouviu hao é o que eu quis dizer.”

- Uma das infinitas frases exibidas no Gaussian,

um programa para calculo de estrutura eletrdnica.



Dedico este trabalho a meu pai, minha méae, minha familia e aos meus amigos,
estes ajudaram a constituir os alicerces do que sou.



Agradecimentos

Agradeco a Deus, pois nas horas mais escuras uma luz sempre brilhou na forma
de um familiar, um amigo, o trecho de um texto ou um video, um besouro de ponta cabeca
na calcada... enfim, em todo e qualquer sinal de esperanca. Hoje sinto sua presenca
naqueles que estdo a minha volta.

Agradeco a Vida e a Morte, a primeira gosta de rir da nossa cara e de nos fazer
tropecar, mas sempre nos ajuda a levantar e nos empurra para seguir adiante, mais longe
e mais determinados; a segunda sempre est4 ao nosso lado com um olhar de ternura e
um sorriso reconfortante e alegre que nos lembram constantemente de darmos 0 nosso
melhor durante essa jornada. Elas sdo os simbolos de inicio e fim que nos ensinam que
passamos por diversos ciclos e que tudo tende a melhorar, terminar bem e (de
preferéncia) em uma grande bagunca.

Agradeco aos meus pais Ivan Wolf e Inés Maristela Palamar Wolf, pela vida
maravilhosa que me proporcionaram e por me ensinarem 0s bons principios que me
orientam fundamentalmente. Lembrar de vocés me reconforta e preenche meu coracao,
por iSsO sei que nunca vou estar sozinho. Espero conseguir passar a diante pelo menos
um pouco do amor e carinho que recebi de vocés. Se os pais incomodam os filhos, sé
tenho a agradecer o incomodo que recebi, pois sei que sdo a prova do quanto VOCés me
amam e me querem bem. Gragas a vocés ndo tenho medo da vida, da dor, do trabalho e
do que vier pela frente. Amo vocés!

Agradeco a minha vo Jaci do Rocio Palamar, pois ao longo dos anos que se
passaram depois do seu falecimento notei que o caminho que segui me levou a
compreender melhor a doenca que te afligiu. Esse caminho também, pouco a pouco, me
forneceu as ferramentas para ajudar a, quem sabe um dia, encontrar a cura que teria
permitido vocé estar junto de nés. Se hoje estou conseguindo o titulo de doutor, grande
influéncia veio dessa vontade de ter salvo vocé. Te amo onde quer que vocé esteja.

Agradeco a algumas pessoas que sdo como irmaos e irmas para mim: Jefferson
Andrei Silva, Marina Krasniak, Aline Bonk, Camila Bor&o, Danyella Nunes, Joni Marcos
Lopes, Luiz Ricardo Fantim, Oliver Lie Bueno, Everton Souza. Por cada um de vocés
tenho amor, carinho, amizade, gratiddo e admiracdo. Mesmo depois de muitos anos terem
se passado nds continuamos os mesmos. Vocés ja me viram com alegria e com raiva,
feliz e triste, melancélico e otimista, altruista e egoista, flexivel e teimoso, legal e
insuportavel. Vocés viram o que tenho de melhor e também o que tenho de pior. Ainda
assim, me recebem com um sorriso no rosto, algo para beber, conversam comigo até
tarde (quando néo até o raiar do sol), riem comigo e combinam o préximo encontro. Vocés
sempre serdo pessoas especiais para mim. Sinto cada um de vocés vivos dentro do meu
coracgao, e assim espero viver no coracao de voceés.

Agradeco aos meus primos e primas Ederson Nogueira dos Santos, Thaise
Nogueira dos Santos, Edimar Wolf e Edicler Wolf. Durante muito tempo vocés foram meus
irmaos e irmas, assim ndo me senti um filho Unico. Com vocés aprendi a desenhar um
pouco melhor, ler um pouco mais e a usar minha imaginacdo. Obrigado por todas as
aventuras, acampamentos, viagens, conversas e os finais de semana brincando com
Lego, jogando RPG de mesa, Xadrez, Megaman, Zelda, Mario, Mario Party, GTA,
Resident Evil, Doom, Grandia, Crash Bandicoot (...) em noitadas regadas a guloseimas
variadas e muitas risadas.



Agradeco ao meu orientador Guilherme Targino Valente, vocé me colocou diante
de desafios que exauriram minhas forcas, acabaram com minha mente, abalaram minha
fé e que eu realmente achei que nao fosse capaz de superar. Mas sei que vocé fez isso
sabendo que eu estaria preparado para superar cada etapa e cada desafio. Essas
superacbes profissionais também se devem ao fato de que vocé estava la para me
orientar, me ajudar, e me mostrar que com foco e competéncia posso resolver qualquer
problema! Vocé me ensinou a ser um profissional melhor do que eu era. E, de quebra, se
mostrou uma pessoa extremamente sabia, me deu conselhos para a vida e ainda foi
humilde de me escutar quando eu tinha uma contraposicéo. Vocé é um grande professor,
orientador e profissional. Obrigado!

Agradeco a Amanda Piveta Schnepper, que chegou de mansinho e me cativou
com seu jeito singular e um sorriso que esta no seu olhar. Vocé me mostrou como fazer
fogo com duas pedras. Por sua causa o sabor, a cor e o cheiro do vinho nunca mais serao
0s mesmos. Obrigado!

Agradeco a todo o pessoal do SBGL (Systems Biology and Genomic Laboratory —
FCA — UNESP de Botucatu) e LGI (Laboratoério de Genbmica Integrativa — IBB - UNESP
de Botucatu), em especial a Lauana Fogaca de Almeida, Rodrigo de Oliveira Almeida,
Luiz Henrique Cardozo, Camila Cristina de Oliveira, Lucas Lazari, Lucas Farinazzo,
Guilherme Luz, Eric Kazuo Kawagoe, Diego Marques, Jordana Oliveira, Adauto Cardoso,
Rafael Takahiro Nakajima, Luiz Augusto Bovolenta e Erica Ramos. Obrigado pelas muitas
horas de trabalho, pelas conversas no laboratério, pelas festas, pelas dicas, pelas idas ao
bar, pela ajuda, pelos favores feitos e pelos favores cobrados. Tudo que vi, vivi e aprendi
com cada um de vocés vém a acrescentar algo positivo para melhorar a vida que tenho.
Espero que possamos nos ver de novo para compartilhar experiéncias e historias.
Obrigado!

Agradeco aos professores Rafael Plana Simbes, César Martins, Alexandre Dal
Pai, José Luiz Rybarczyk Filho e as professoras Rejane Maria Tommasini Grotto, Carla
dos Santos Riccardi, Ivana Cesarino, Valéria Cristina Rodrigues Sarnighausen, Sarita
Candida Rabelo e Lilian Cristina Pereira. Aprendi muito com suas licdes profissionais e
conversas casuais. Vocés ajudaram a expandir os meus horizontes.

Agradeco aos professores da Universidade Estadual de Londrina - UEL. Em
especial aos meus ex-orientadores Laurival Antbnio Vilas Bbéas e Rogério Fernandes de
Souza, obrigado pelos desafios, por jamais duvidarem da minha competéncia, pelas
dicas, sugestdes, criticas e conselhos. Vocés sdo uma grande inspiracao profissional.

Agradeco também aos amigos e amigas Natalia Venturelli Marcos Edgar
Herkenhoff, Raquel Bozini Gallo, Jaqueline Fernanda Dionisio, Juceli Gonzalez Gouveia,
Ana Paula Scaramal Ricieto, Carla Suzuki Altrdo, Carolina Galdino Gumiero Ribeiro e
Rachel Colauto Milanezi Aguiar e a todos 0s outros cujo os nomes ndo cabem aqui. Vocés
sdo pessoas incriveis. Que nossas amizades continuem através do tempo e do espaco.
Tenho certeza que ndo vao faltar oportunidades para um churrasco, um almoc¢o, um café,
um barzinho... Que todos vocés tenham sucesso, felicidade e alegria em suas vidas,
VOCés merecem!

Agradeco todos os docentes e técnicos do Departamento de Bioprocessos e
Biotecnologia da Faculdade de Ciéncias Agronémicas, UNESP- Campus de Botucatu, em
especial a Raquel Francisco Rubio, José Eduardo Gomes Montanha, Leonardo Nazario
de Moraes, Jackson Eliezer Neves Batalha, Marcelo Felipe Matias, Martin Kassio Leme



da Silva, Firmo Sousa Campos. Vocés fazem o departamento funcionar, me ajudaram, me
ensinaram e me trataram como um colega de trabalho, obrigado por tudo!

Agradeco aos graduandos do Departamento de Bioprocessos e Biotecnhologia da
Faculdade de Ciéncias Agrondmicas, UNESP- Campus de Botucatu. Eu entrava na sala
para ensinar, mas depois de cada curso, palestra ou aula senti que havia aprendido mais
do que vocés. A lembranca dos seus rostos e das experiéncias que trocamos vao me
manter, para sempre, um jovem aprendiz.

Agradeco a Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho — UNESP -
Botucatu, pelo suporte, estrutura e bons professores que contribuiram imensamente para
minha formacdo. E aproveito para agradecer ao Programa de POs-Graduacdo em
Biotecnologia do Instituto de Biociéncias, pela oportunidade e suporte. Aproveito também
para agradecer aos colegas da pos-graduacdo, aqui seria injusto tentar citar qualquer
nome; e também a secretaria da pdés graduacdo, em especial ao Davi Barcellos de
Oliveira Mtiller sempre solucionando os problemas burocraticos junto a secretaria desde o

inicio do meu doutorado.

Agradeco a familia Sidol, em especial a filha mais velha Poli. Nossas vidas agora
seguem caminhos separados, mas vou levar comigo lembrancas carinhosas e felizes de
todos. Com vocés aprendi valorosas licdes de vida. Acho que sem nossa convivéncia,
muito provavelmente, eu nao teria chegado até aqui. Obrigado pelos anos de boa
companhia e amizade. Desejo a vocés tudo de bom.

Agradeco a Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior
(CAPES) pelo primeiro ano de auxilio e a Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de
S&o Paulo (FAPESP - Processo numero 2015/19211-7) pelo auxilio financeiro durante
esses anos de muito trabalho e aprendizado do doutorado.



Resumo

A crescente demanda por combustiveis fésseis e as instabilidades econbmicas
relacionadas a sua utlizacdo despertam o interesse no desenvolvimento de
biocombustiveis tais como o bioetanol. O processo de producédo mais comum do bioetanol
€ a tecnologia de primeira geracdo, no qual o organismo mais amplamente utilizado é a
levedura Saccharomyces cerevisiae. No entanto, a alta concentracdo de etanol gera
toxicidade para S. cerevisiae e constitui um dos fatores limitantes na producédo deste
bioetanol. Assim, a producéao de linhagens mais resistentes a esse estressor constitui um
ponto chave no desenvolvimento dos processos biotecnolégicos relacionados ao
bioetanol. Nesse contexto, andlises sistémicas sdo pouco empregadas para O
entendimento do fenébmeno de tolerancia ao etanol, deixando a busca por genes
candidatos algo bastante laborioso e custoso. Assim, as diferencas entre linhagens pouco
tolerantes (LT) e altamente tolerantes (HT) ao etanol (EtOH) foram analisadas por meio de
ferramentas de bioinformatica como a biologia de sistemas e a andlises de
transcriptomas. Os resultados mostraram que as linhagens HT e LT utilizam inicialmente
um sistema de resposta a estresse comum, mas que devido as mudancas na estrutura
das redes metabdlicas, regulatorias e de interacdo proteina-proteina de cada linhagem,
mecanismos de resposta ao estresse por etanol distintos sdo ativados em cada grupo. As
linhagens LT mantém a homeostase da célula com o ciclo celular ativo, efetuando o ajuste
dos metabolismos ao custo de que elementos transponiveis ficam ativos e agentes anti
oxidantes importantes deixam de ser produzidos, permitindo que ocorram danos no DNA.
As linhagens HT interrompem seu ciclo celular e boa parte do metabolismo, porém, elas
mantém a producdo e reparo de proteinas para estabilizar as membranas celulares e o
controle de espécies reativas de oxigénio (ROS) em conjunto com a metabolizacdo do
etanol. Uma vez que o EtOH est4 sendo utilizado para obtencdo de carbono no ciclo do
acido citrico, as linhagens HT resistem a concentracfes maiores de etanol. Assim, o
conhecimento aqui gerado podera ser aproveitado para enriquecer as discussfes futuras

sobre o fendmeno estudado e o desenvolvimento biotecnolégico.

Palavras-chave: Biologia de Sistemas, Saccharomyces cerevisiae, Bioinformatica,
Biologia celular, Toler&ncia ao Etanol



Abstract

The increasing demand and economic instabilities related to the use of fossil fuels raised
interest in the development of biofuels such as bioethanol. The most common bioethanol
production process is from the first generation technology, in which the most widely used
organism is the yeast Saccharomyces cerevisiae. However, the high concentration of
ethanol generates toxicity to S. cerevisiae and this is one of the limiting factors in the
bioethanol production. Thus, the production of more resistant strains to this stressor is
crucial to the development of biotechnological processes related to bioethanol. The
systems analyzes are poorly explored to understand the ethanol tolerance phenomenon,
leading the search for candidate genes labor intensive and expensive. Thus, the
differences between low tolerant (LT) and high tolerant (HT) strains to ethanol (EtOH) were
analyzed using bioinformatics tools like systems biology and transcriptome analysis. The
results showed that HT and LT strains initially used a common stress response system but
due to changes in the network structure of metabolic, regulatory, and protein-protein
interactions of each strain, different mechanisms of stress response are activated in each
group. LT strains maintain the cellular homeostasis activating cell cycle, and adjusting
metabolisms, despite activation of transposable elements and disruption of important anti-
oxidant agents production, allowing the occurrence of DNA damage. HT strains disrupt the
cell cycle and most of metabolisms, but maintaining protein production and repair to
stabilize cell membranes and control reactive oxygen species (ROS), working together
with the ethanol metabolism. Moreover, HTs are using the EtOH to obtain carbon in the
citric acid cycle, thus, it may be the reason of HT strains surpass high ethanol
concentration. Altogether, the knowledge here generated may be used to enrich future
discussions about the studied phenomenon and to provide biotechnological development.

Keywords: Systems Biology, Saccharomyces cerevisiae, Bioinformatics, Cell Biology,
Ethanol Tolerance
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18
1. Introducao
1.1. Biocombustiveis e o fendmeno de tolerancia ao etanaol

O crescimento das demandas energéticas acompanham o crescimento da
populacdo mundial, e atualmente as fontes primarias de energia se baseiam em
combustiveis fosseis ndo renovaveis (GUPTA; VERMA, 2015). Os combustiveis fosseis
sdao a fonte de aproximadamente 80% da energia consumida no mundo,
consequentemente, o preco e a crescente demanda destes combustiveis afeta
diretamente a economia global (CHAKRABORTY et al., 2012). Este fato desperta o
interesse no desenvolvimento do mercado de biocombustiveis em varios paises, com o
objetivo de amenizar os efeitos econdémicos causados pelo preco dos combustiveis
fosseis, mitigar as emissdes de CO, e atingir as metas estabelecidas em acordos
internacionais sobre o meio ambiente (MUSSATTO et al., 2010).

Os biocombustiveis constituem uma forma sustentavel de obtencédo de energia e
podem ser produzidos a partir de fontes agrarias e biomassa de plantas, como o trigo,
beterraba e milho; e de alguns residuos biolégicos, como palha, madeira e mesmo alguns
residuos domeésticos (DEMIRBAS, 2017). Dentre os biocombustiveis, o bioetanol esta
entre 0s mais importantes por ser caracterizado como um dos mais promissores
substitutos da gasolina no mercado de combustiveis para transporte (CHAKRABORTY et
al., 2012; GUPTA; VERMA, 2015).

A importancia do bioetanol se torna mais clara ao observar que os Estados
Unidos da América e o Brasil sdo os dois maiores produtores de bioetanol e estima-se
gue serdo os dois principais consumidores deste biocombustivel em 2024 (GUPTA,;

VERMA, 2015; DEMIRBAS, 2017) (Figura 1).



19

Figura 1: Producéo de bioetanol (bilhdes de litros) em 2012. Fonte (GUPTA; VERMA, 2015).

O bioetanol é um biocombustivel secundéario obtido principalmente pelas
tecnologias de primeira geracdo, a fermentacdo alcodlica (Figura 2). Neste processo,
geralmente os acucares de seis carbonos de sementes, grédos ou da cana-de-aglcar sdo

convertidos em etanol por enzimas da levedura (NIGAM; SINGH, 2011).
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Figura 2: Classificacdes do bioetanol como biocombustivel. Fonte: (NIGAM; SINGH, 2011).

A levedura Saccharomyces cerevisiae possui diversas linhagens laboratoriais e
depdsitos em bancos de dados, pertence ao filo Ascomycota, subfilo Saccharomycotina e
ao género Saccharomyces (Figura 3A-C). Esta levedura destaca-se como 0s organismos
mais utilizados para processos industriais de producdo de bioetanol por apresentar alta
capacidade fermentativa e de crescimento em condicbes anaerObias, possuir alta
tolerancia as condi¢cfes industriais, tais como temperatura e pH, e também apresentar
uma tolerancia relativamente alta ao etanol e a outros inibidores (MUSSATTO et al., 2010;

DEMEKE et al., 2013).
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ZyQomycoLa Linhagens laboratoriais W303
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Saccharomyces—p —[
Saccharomyces cerevisiae

Figura 3: Filogenia de Saccharomyces cerevisiae. A: Localizacdo de S. cerevisiae em Saccharomycetales,
Vermelho: Clado de Saccharomyces; Azul: Linhagem laboratorial W303 de S. cerevisiae; B: Filogenia geral
de linhagens do Saccharomyces Genome Database. Modificado de: (BUTLER, 2010; SONG et al., 2015;
GALLONE et al., 2016).

1.2. Tolerdncia ao etanol em Saccharomyces cerevisiae

Durante a producao de bioetanol a levedura é exposta a alguns tipos de estresses
destacando-se 0 osmotico, por aguecimento, 0 oxidativo e 0 aumento da concentracao de
etanol (AUESUKAREE, 2017). Apesar de S. cerevisiae ser comumente utilizada na
producdo de bioetanol, a alta concentracdo deste composto compromete a sobrevivéncia

da levedura afetando sua taxa de crescimento (STANLEY et al., 2010a) (Figura 4).
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Densidade Optica
Viabilidade Celular

Tempo

Figura 4: Efeito de varias concentracdes de etanol no crescimento de Saccharomyces cerevisiae. As linhas
de tendéncia exemplificam o comportamento das células quando inoculadas em meio definido apenas (m)
ou em meio definido contendo 5% v/v (e), 7% v/v (A) ou 10% v/v (¥v) de etanol adicionado. Fonte:
(CHANDLER et al., 2004).

Assim, o acumulo de etanol constitui um dos estressores no processo de
fermentacdo. Dentro das células, os efeitos comuns da toxicidade por etanol incluem a
inibicdo da divisdo celular, diminuicdo do seu volume, aumento da taxa de morte e
reducao da vitalidade das células (JIA; ZHANG; LI, 2010; STANLEY et al., 2010a, 2010b),
afetando negativamente a producdo em escala industrial. Consequentemente, para um
maior custo-beneficio na producdo de bioetanol, sdo necessarias linhagens com maior
tolerancia a este composto, ou seja, que tenham um potencial de sobrevivéncia maior
durante uma exposicao cronica a esta substancia (JIA; ZHANG; LI, 2010; STANLEY et al.,
2010a; YU et al., 2012).

A exposicdo de S. cerevisiae ao estresse por etanol afeta primeiramente a
integridade da membrana plasmatica, alterando sua fluidez e permeabilidade as espécies

ibnicas levando a uma perda do potencial eletroquimico transmembrana e, em seguida,
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acidificando a célula e seus vacuolos (CHANDLER et al., 2004; DING et al., 2009; MA;
LIU, 2010; NAVARRO-TAPIA et al., 2016); desse modo, a homeostase intracelular
encontra-se seriamente comprometida. Altas concentracdes de etanol também podem
causar disfuncdo e desnaturacdo de proteinas, afetar a absorcdo de glicose, maltose,
amonia e aminoacidos e, finalmente, provocar o escape de nucleotideos, aminoacidos e
potassio das células (DING et al.,, 2009; MA; LIU, 2010). Analises de microarray
confirmam que muitos destes sistemas e mecanismos sofrem ajustes em seus perfis de
expressado frente ao estresse por etanol (ALEXANDRE et al., 2001; CHANDLER et al.,
2004; STANLEY et al., 2010b).

Mais de 200 descricBes ontologicas ja foram identificadas como participantes na
resposta ao estresse ou tolerancia ao etanol, incluindo: 1- a biossintese de moléculas tais
como prolina, triptofano e proteinas; 2- o metabolismo de aminoacidos, nucleotideos,
lipidios, ergosterol e acidos graxos; 3- e 0s sistemas de transporte, crescimento e ciclo
celular (DING et al., 2009; MA; LIU, 2010; STANLEY et al., 2010b; NAVARRO-TAPIA et
al., 2016).

Levando em consideracdo o interesse cientifico e econdmico sobre a
caracteristica de tolerancia ao etanol (DING et al., 2009), diversos trabalhos de
engenharia genética buscam o desenvolvimento de linhagens de S. cerevisiae mais
resistentes a este estressor (ALPER et al., 2006; TEIXEIRA et al., 2009; LEWIS et al.,
2010; MUSSATTO et al.,, 2010; SWINNEN et al., 2012). Para isso, normalmente sao
utilizadas estratégias racionais ou randémicas que demandam de tempo e investimentos,
tais como o screening de fendtipos, mutacdes e knockout aleatérios (JIA; ZHANG; LI,
2010).

Estudos como os acima citados, permitiram reportar que os genes relacionados a

tolerancia ao etanol normalmente estdo associados a mais de uma funcdo (MA; LIU,
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2010) (Figura 5), e que, se analisados isoladamente frente a um estresse por etanol, nem
sempre exibiam os efeitos fenotipicos desejados (ver (STANLEY et al., 2010b), (MA; LIU,
2010) e (KASAVI et al., 2014, 2016)). Além disso, frente a um estresse por etanol,
situacdes intrigantes também foram reportadas, tais como, 0os genes de tolerancia a este
composto estavam sub-expressos enquanto que genes nao essenciais para o
desenvolvimento desta caracteristica encontravam-se sobre-expressos (MA; LIU, 2010;
KASAVI et al., 2014). Evidentemente, na tentativa de se obter somente uma caracteristica
ignorando os demais fatores genéticos, fisiologicos e moleculares, o fenotipo desejado
nem sempre € alcancado, pois uma compreensdo maior destes mecanismos € ainda

necessaria (ZHANG et al., 2009).
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cerevisiae. Proteinas codificadas por genes significativamente regulados positivamente estéo localizadas na
parede celular, membrana, nucleo, mitocondria e citoplasma. Proteinas de choque térmico (HSPs) sédo
principalmente descritas como chaperonas protegendo e mantendo funcdes de proteinas em multiplos

locais. A funcdo dos produtos génicos é classificada com base na ontologia génica. Fonte: (MA; LIU, 2010).

Os fatos supracitados deixam claro que a relacdo entre os elementos
moleculares-chave que sustentam a aclimatacdo da levedura ao etanol e aqueles
associados a determinar sua tolerancia, sdo ainda pouco esclarecidos (STANLEY et al.,
2010b; SWINNEN et al., 2012). Isso provavelmente estd relacionado ao fato de os
estudos tradicionais avaliarem as funcbes génicas abordando poucos genes por vez,
desconsiderando que os produtos génicos atuam como componentes de uma rede
integrada (GE; WALHOUT, VIDAL, 2003). O mecanismo de tolerancia ao etanol esta
associado a muitos genes e possui multiplas camadas de funcdes e interacfes complexas

(MA; LIU, 2010) (Figura 5).

1.3. Biologia de sistemas, transcriptomas e seus empregos no estudo de tolerdncia ao

etanol

Tradicionalmente o0s estudos de biologia molecular utilizam abordagens
reducionistas, as quais objetivam elucidar os principios biolégicos a partir de uma ou
poucas moléculas (como genes, proteinas e metabolitos) por vez (GE; WALHOUT, VIDAL,
2003). No entanto, o estudo de moléculas isoladas ndo permite a compreensao de
caracteristicas multifatoriais, sendo necessario uma abordagem sistémica de analises
(BRUGGEMAN; WESTERHOFF, 2007).

Assim, para aprimorar o conhecimento sobre a fungdo dos moédulos que regem 0s
sistemas biolégicos de maneira integrada, é imprescindivel combinar multiplos conjuntos
de dados (GE; WALHOUT; VIDAL, 2003), comparar os resultados obtidos com outros ja
existentes e verificar se os resultados se repetem em conjuntos de dados auxiliares,

atingindo assim um “padrdo ouro” para estas analises (RITCHIE et al.,, 2015). Por
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preencher os requisitos supracitados, a metodologia de analise de redes vem sendo cada
vez mais utilizada. Nesta abordagem os vértices (também chamados de nés) geralmente
constituem os componentes bioldgicos e as arestas (também chamadas de conexdes)
representam as suas interagées.

Andlises de redes sdo amplamente utilizadas para descrever diversos sistemas
(LUSCOMBE et al., 2004). Dentre suas vantagens, elas independem do tipo de dados e
permitem sua aplicacdo em analises funcionais integradas (PIRUZIAN et al., 2010). Além
disso, testes estatisticos sobre essas redes permitem que os resultados geralmente sejam
interpretados e comparados, assim 0s mecanismos capazes de perturba-los podem ser
identificados (CREIXELL et al., 2015).

Trabalhos utilizando metodologias de analise de redes em S. cerevisiae foram
aplicados em estudos de redes regulatorias (ver (LEE et al., 2002; LUSCOMBE et al.,
2004; HERRGARD, 2006)), redes metabdlicas (ver (FAMILI et al., 2003)), redes globais
(ver (SAID et al., 2004; REGULY et al., 2006; YU et al., 2008)), redes do ciclo celular (LI et
al., 2004) e em apenas dois trabalhos abordou-se a tolerancia ao etanol (KASAVI et al.,
2014, 2016).

Os estudos previamente citados (KASAVI et al., 2014, 2016) exploram as
propriedades das redes de maneira estatica. No entanto, existe também a necessidade de
se compreender a conectividade das redes de maneira dinamica (LEE et al., 2012). Como
exemplo, ja foi observado que diferentes tratamentos podem, sinergicamente, alterar o
estado intrinseco das células por meio de reconexdes dinamicas nas redes regulatérias
(LUSCOMBE et al.,, 2004; LEE et al., 2012). Desta forma, ndo é aconselhavel
desconsiderar que as interacbes em uma rede biologica variem de acordo com os
diferentes estimulos (LUSCOMBE et al., 2004; CREIXELL et al., 2015), o que pode alterar

suas medidas topoldgicas.
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Neste contexto, somente uma analise de redes dinamicas (considerando aqui a
dindmica entre diferentes condi¢cdes) foi efetuada em S. cerevisiae (LUSCOMBE et al.,
2004). Neste trabalho os autores verificaram que as respostas ambientais em medicdes
topologicas globais bem conhecidas em redes, tais como o0s degrees de um vértice,
indicam alteracdes dinamicas transitorias nas interacdes entre as proteinas nas diferentes
condicOes avaliadas. Estes conceitos de alteracdes topologicas e estados de transicao
podem ser aplicados a outras redes bioldgicas, incluindo sub-sistemas complexos
(LUSCOMBE et al., 2004) como € o caso da caracteristica de tolerancia ao etanol.

No contexto do uso de analises em high-troughput de RNAs visando a tolerancia
ao etanol, ha relatos de estudos realizados com as bactérias Zymomonas mobilis ZM4
(YANG et al., 2013), Clostridium thermocellum (YANG et al.,, 2012) e cianobactéria
Synechocystis sp. (WANG et al., 2012). Dos poucos trabalhos envolvendo transcriptomas
com foco na tolerancia ao etanol em S. cerevisiae, a metodologia empregada foi a de
microarray (ALEXANDRE et al., 2001; CHANDLER et al., 2004; STANLEY et al., 2010b) e
nenhum deles realizou analises sistémicas a fim de avaliar eventuais diferencas entre o
controle e o tratamento com etanol (0 mesmo vale para os trabalhos com bactérias e
cianobactérias supracitados). Adicionalmente a tecnologia de microarray € conhecida por
requerer uma alta quantidade de RNA, gerar mais ruidos que o0 RNA-Seq e nao permite o
estudo de isoformas e de diferentes alelos (WANG; GERSTEIN; SNYDER, 2009). Por
outro lado, analises de RNA-Seq evitam alguns dos problemas citados e apresentam um
alcance dinamico muito maior no que diz respeito aos niveis de expressédo (FU et al.,
2009; WANG; GERSTEIN; SNYDER, 2009; XU et al., 2013).

No que se refere a redes, Kasavi et al. (KASAVI et al., 2014, 2016) utilizando
redes de interacbes entre proteinas (PPIs), redes regulatorias e dados de microarray,

identificaram 17 novos genes candidatos relacionados a tolerancia ao etanol. Analises de
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microarray foram efetuadas para verificar a influéncia da delecdo de dois destes genes.
No entanto, as linhagens avaliadas possuiam apenas 1% de divergéncia quanto a
tolerancia ao etanol, ndo houve tratamento com etanol antecedendo a extracdo de RNA
no primeiro experimento e, além disso, as trés linhagens testadas tinham o mesmo
background genético da linhagem BY4743. Logo, apesar de obterem resultados
interessantes, ndo houve nenhuma tentativa de compreender a importancia do
comportamento dindmico das redes geradas junto aos perfis de expressao obtidos.

Assim, ao observar os estudos anteriores, € notavel a abundancia de informacao
disponivel a cerca do fenbmeno de tolerancia ao etanol. Infelizmente, devido a quantidade
e complexidade, a analise integrada destes dados torna-se inviavel por meio de métodos
convencionais. Neste contexto, ferramentas e técnicas sdo necessarias para lidar com as
grandes quantidades de informacdes biolégicas sendo geradas e o Machine learning tem
se destacado nesse campo por permitir a analise destes conjuntos de dados complexos
(CAMACHO et al., 2018).

O Machine learning € uma area derivada da inteligéncia artificial, no qual um
programa (algoritimo) aprende a respeito de uma tarefa e otimiza seu aprendizado
através de uma medida de performance (DAS et al., 2015) (Figura 6). Diferentes
algoritimos podem ser usados dependendo do conjunto de dados e da tarefa a ser
executada. No caso de uma tarefa de predicdo na qual previamente sabe-se o0s
rotulos/classes (labels) dos dados, pode-se trabalhar com o aprendizado supervisionado
(supervised learning) para criar modelos de classificagdo ou regressao. Caso 0 objetivo
seja encontrar estrutura nos dados sem nenhuma informacdo prévia, pode-se utilizar o
aprendizado nao-supervisionado (unsupervised learning) para executar uma tarefa de
agrupamento (clustering) (DAS et al., 2015; CAMACHO et al., 2018). Diversos algoritimos

de Machine learning estdo disponiveis, sendo que alguns deles permitem de forma
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simples a interpretacdo dos modelos gerados, tal como observa-se no uso das arvores de
decisdo. Por outro lado, o uso de redes neurais artificiais geram dados de dificil
interpretacdo (KOTSIANTIS; ZAHARAKIS; PINTELAS, 2006). Finalmente, apesar de
técnicas de Machine learning estarem sendo aplicadas a diversos tipos de dados
bioldgicos (DAS et al., 2015; CAMACHO et al., 2018), ndo ha nenhum estudo onde estas

técnicas tenham sido aplicadas a tolerancia ao etanol em S. cerevisiae.

Gees Estratégia de aprendizado de maquina
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Figura 6: Tipos de dados e técnicas de Machine learning. De acordo com o0s objetivos e os dados
fornecidos uma tarefa preditiva (Supervised learning) ou uma tarefa de agrupamento (Unsupervised
learning) pode ser utilizada. Fonte: (CAMACHO et al., 2018).

Deste modo, essa tese objetiva identificar assinaturas sistémicas associadas a
tolerancia ao etanol por meio do uso de transcriptoma e metaboloma, técnicas de
bioinformética, inteligéncia artificial, biologia celular e redes dindmicas, ou seja, andlises
de alteracbes dinamicas nas propriedades dos nos e das conexdes das redes em
diferentes condi¢Bes (presenca ou auséncia de etanol). Experimentalmente, diferentes
linhagens de S. cerevisiae com diferentes tolerancias ao etanol foram submetidas a esse
estressor. Os transcriptomas e metabolomas dessas linhagens foram obtidos durante o
estresse maximo e tais dados foram explorados também em nivel sistémico, integrando

dados de diferentes fontes.
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