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Resumo

Segundo a Organizacdo para Alimentacdo e Agricultura (FAO) e Organizacao
Mundial da Saude (OMS) a definicdo de probidticos sdo microrganismos vivos que,
guando administrados em quantidades adequadas, conferem beneficios a saude do
hospedeiro. Para cada cepa probiética a seguranca e eficacia deve ser avaliada, e
bem como a andlise dos efeitos desses microrganismos na garantia de probiose.
Nos ultimos anos foi observado um avan¢o nas tecnologias de sequenciamento e
bioinformética, 0s quais impulsionaram a pesquisa em microbiologia. O
desenvolvimento das plataformas de analises in silico, que utilizam tecnologias
baseadas em Omicas, permitiu caracterizar essas linhagens como potenciais
probidticos, bem como identificar fatores genéticos, elucidar os complexos
mecanismos que promovem a sobrevivéncia, adaptacéo ao trato gastrointestinal e
promocédo de efeitos benéficos desses microrganismos ao hospedeiro. Os dados
gendmicos possibilitaram uma analise mais aprofundada sobre os fatores genéticos
e moleculares relacionados com o0s efeitos de probiose como atividades
antimicrobianas e antifungicas, producdo de metabdlitos secundérios, genes que
codificam compostos bioativos como vitaminas e genes relacionados com a
imunomodulacdo e producdo de citocinas anti-inflamatérias. Andlises a nivel
gendmico, associadas com estudos in vitro e in vivo, vém sendo utilizadas para a
caracterizacdo de novos candidatos probioticos, e fornecendo novas perspectivas
sobre os principais fatores associados as caracteristicas funcionais e de seguranca
destes microrganismos. Através das andlises de probiogenémica € possivel analisar
e revelar a base molecular sobre a diversidade, interacdo e evolugéo de bactérias
comensais e probioticas na promoc¢édo da saude do hospedeiro. O objetivo deste
capitulo é fornecer uma visao global da Probiogenémica, das suas técnicas e das
suas aplicagdes, explorando os seus fundamentos, avangos e perspectivas futuras.
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1. Introducéo

O estudo de probidticos nos ultimos anos se tornaram relevantes na
industria farmacéutica e alimenticia, devido sua alta aplicabilidade e beneficios
na prevencao de doencas e melhoria do estado nutricional. A probiogendémica &
uma evolucdo nos estudos de probidticos que sédo definidos como
"microrganismos vivos que, qguando administrados em quantidades adequadas,
conferem beneficios a saude do hospedeiro" (HILL et al., 2014), a qual € uma
area crescente devido o sequenciamento de nova geracdo e 0 aumento de
técnicas e programas de bioinformatica para analisar molecularmente todos os
beneficios e seguranca de uma cepa probidtica (SIMONE, 2019). Esse
fendmeno gerou um crescente interesse tanto na pesquisa quanto no mercado
global, impulsionado pela demanda crescente por produtos que contenham
probidticos, sejam eles convencionais ou inovadores. Nesse contexto, surge a
andlise de novas cepas probidticas de Ultima geracéo, isoladas de ecossistemas
convencionais e ndo convencionais, com caracteristicas que possam agregar

valor ao mercado (LIN et al., 2019).

Em 2009, a probiogenémica surgiu como uma disciplina focada em
estudar a diversidade de bactérias probibdticas e entender os mecanismos
moleculares por trds de seus beneficios a satde (VENTURA et al., 2008). A
disponibilizacdo de sequéncias genbmicas desses microrganismos ampliou
significativamente nosso conhecimento sobre sua biologia. Apesar disso,
técnicas microbioldgicas tradicionais ainda sdo amplamente utilizadas para
identificar, classificar e quantificar probiéticos, embora sejam demoradas e nem
sempre precisas, especialmente ao identificar bactérias em nivel de espécie ou

detectar microrganismos néao cultivaveis (LUGLI et al., 2022).

O processo de identificacdo e avaliacdo de novas cepas com potencial
probiético evoluiu e se tornou mais complexo. As cepas candidatas precisam ser
analisadas por meio de uma combinacao de testes in silico e in vitro, levando em
conta critérios funcionais, propriedades tecnolégicas e aspectos relacionados a
seguranca (DE MELO PEREIRA et al.,, 2018). Os resultados obtidos nestes
primeiros testes devem ser confirmados por modelos experimentais em animais
e, por fim, validados em ensaios clinicos com seres humanos (SHARMA et al.,

2020). Os beneficios dos microrganismos probidticos para a salde humana sao
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frequentemente agrupados em categorias como o fortalecimento da barreira
intestinal, a regulacdo da resposta imunolégica e o combate a patégenos, seja
pela producao de substancias antimicrobianas ou pela competicéo por locais de
adesao na mucosa (MARCO et al., 2006; O'HARA e SHANAHAN, 2007). Embora
haja evidéncias que sustentem essas funcfes, os mecanismos moleculares
subjacentes ainda ndo sao totalmente compreendidos. Nesse contexto, a
probiogenébmica desempenha um papel crucial ao fornecer ferramentas
avancadas para explorar esses mecanismos em nivel genético e molecular,
possibilitando uma compreensédo mais detalhada dos processos que sustentam
os beneficios dos probioticos (VENTURA et al., 2008).

Nos ultimos anos, a probiogendmica se firmou como uma ferramenta
crucial no estudo dos probidticos. Com o sequenciamento dos genomas de
Bifidobacterium longum NCC2705 e Lactobacillus plantarum WCFS1, os
pesquisadores passaram a investigar mais profundamente as caracteristicas
genéticas de microrganismos com potencial probidtico (SANCHEZ et al., 2013;
CASTRO-LOPEZ et al., 2021). Atualmente, a base de dados National Center for
Biotechnology Information (NCBI) retne cerca de milhares de sequéncias de
bactérias probioticas tradicionais e de nova geracdo, oferecendo um vasto
conteldo para pesquisa sobre probidticos, seus mecanismos de probiose e
seguranca (LEE et al., 2023). O progresso das tecnologias de sequenciamento
tornou a probiogendmica um campo essencial, permitindo a identificacdo de
genes e propriedades funcionais das cepas probioticas, além de possibilitar a
selecdo mais precisa de novos probidticos com base em seu perfil genético
(FONTANA et al., 2020).

7

No contexto da microbiota intestinal, a probiogenédmica é uma 6tima
metodologia para a compreensao da interacao entre probiético e hospedeiro. Ao
explorar o perfil genético dos microrganismos presentes no trato intestinal e
como esses organismos influenciam a saude do hospedeiro, a probiogenémica
permite identificar como diferentes cepas de probidticos interagem com o
organismo e a comunidade, modulando processos fisiolégicos e imunoldgicos
(VENTURA et al., 2008; CARVALHO et al., 2022). Essa area também se conecta
estreitamente a metagendmica, que é uma ferramenta possivel de estudar a

composicdo genética da microbiota intestinal em seu conjunto, permitindo uma
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analise do ecossistema microbiano, por tecnologias de sequenciamento de
genoma completo ou metagendmica parcial, com o gene 16s por exemplo
(CARVALHO et al., 2022; AW e FUKUDA, 2015). Ao integrar essas abordagens,
€ possivel revelar como os probidticos podem afetar a funcdo da microbiota
intestinal, promovendo a saude intestinal, prevenindo doencas e melhorando a
resposta imunologica, e como o0s compartiiham informacdes, por meio de
estudos de plasticidade gendmica, sintenia génica e gen6mica comparativa.
Dessa forma, a probiogendmica oferece insights valiosos para o
desenvolvimento de terapias mais personalizadas e eficazes, bem como uma
compreensao mais aprofundada na interagéo entre microrganismo e hospedeiro

e toda a organizacao do ecossistema microbiano (DA SILVA et al., 2024).

A probiogenémica é uma area interdisciplinar que combina diversas
tecnologias ©Omicas, como gendmica, transcriptomica, protebmica e
metaboldémica, proporcionando uma compreensédo abrangente e aprofundada
dos mecanismos pelos quais os probidticos exercem seus efeitos benéficos no
organismo. A integracao dessas abordagens permite ndo apenas o mapeamento
detalhado das propriedades fisioldgicas dos microrganismos, mas também a
andlise das interacfes complexas entre esses microrganismos e o hospedeiro,

especialmente no ambiente intestinal (KWQOJI et al., 2023).

Por meio da genbmica, € possivel identificar os genes presentes em
cepas probidticas, enquanto a transcriptdmica permite o estudo dos padrbes de
expressdo génica, revelando como essas cepas respondem a diferentes
estimulos e condic6es ambientais (YETIMAN et al., 2023; LEE et al., 2023). A
protedmica, por sua vez, ajuda a identificar as proteinas produzidas por essas
bactérias e suas funcdes no contexto do hospedeiro, enquanto a metabolémica
oferece uma visdo detalhada dos metabdlitos produzidos, ajudando a entender
como esses compostos influenciam a salde do hospedeiro, incluindo a
modulacdo da microbiota intestinal e o metabolismo (ESCOBAR-SANCHEZ et
al., 2023; ECHEGARAY et al., 2023).

Essas ferramentas 6micas, em conjunto, possibilitam a analise nao
apenas das interacdes entre 0s probidticos e 0 ambiente intestinal, mas também
0 exame da adaptacdo dos microrganismos ao hospedeiro e de como eles

influenciam fung¢des imunolégicas e metabdlicas. Além disso, elas sé&o



100

essenciais para a descoberta de genes relacionados a caracteristicas desejaveis
nos probidticos, como resisténcia a condi¢cdes adversas do Trato Gastrointestinal
(TGI) e produgéo de compostos bioativos, a0 mesmo tempo em que permitem a
identificacdo de tracos indesejaveis, como a producdo de substancias
potencialmente prejudiciais (JIANG et al., 2023; ZMORA et al., 2018).

A integracdo de abordagens microbiologicas classicas com as novas
ferramentas gendmicas permite uma melhor caracterizagdo de microrganismos
benéficos, o que pode levar ao desenvolvimento de terapias mais eficazes
baseadas em probidticos. Além disso, 0s avancos na pesquisa de microbiota e
sequenciamento de nova geragdo tém um potencial significativo para
personalizar o uso de probibticos e fornecer tratamentos especificos para
diferentes condi¢des de saude. Dessa forma, este capitulo abordaréa a relevancia
crescente do estudo de probidticos na probiogenémica, destacando
oportunidades e desafios enfrentados pelos pesquisadores. Sera discutido o
estudo multi émico na caracterizacdo de linhagens probiéticas, a importancia de
sua identificacdo e a avaliacdo da probiose e seguranca dos microrganismos

como potenciais probioticos, conforme ilustrado na Figura 1.
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Figura 1. Diagrama abrangente dos principais aspectos relacionados ao estudo
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de Probiogenémica, destacando as areas centrais de investigacdo e as

metodologias integradas utilizadas nesse campo interdisciplinar.
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2. Abordagens Omicas na Pesquisa Probioticos

O TGI € um ecossistema complexo com um microbioma consistente de
microrganismos em relagdes que podem variar entre simbiose, comensalidade
e patogénese (VENTURA et al., 2012). A interacdo entre o hospedeiro e sua
microbiota intestinal tem efeitos importantes na manutencao da saude, podendo
promover imunidade, garantir a integridade do intestino, melhorar nutricdo e
defender contra patogenos (YIN et al., 2019). Probioticos, portanto, séo definidos
como “microrganismos que, quando aplicados em doses adequadas, conferem
beneficios a saude do hospedeiro™” através da modulacdo da microbiota (HILL et
al., 2014).

Os mecanismos moleculares dos probidticos sdo pouco compreendidos e
especificos a linhagem e hospedeiro (VENTURA et al., 2012). Sua compreensao
requer abordagens que avaliem seus mecanismos em todos os niveis, dos genes
a regulacé@o no hospedeiro e microbiota, até a sintese de proteinas e metabolitos
(KWOJI et al.,, 2023). As ciéncias dmicas, como Genodmica, Transcriptdmica,
Protedmica e Metabolémica (Figura 2), sdo ferramentas importantes para avaliar

probioticos nesses niveis.
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Figura 2. Diagrama das aplicacfes das ciéncias 6micas que séo chave para a
Probiogenbmica, destacando as metodologias principais de extracdo de

informacé&o sobre as dmicas dos probidticos e como impactam o campo.
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2.1. GenOmica

Desenvolvimentos recentes no campo de sequenciamento de genomas
tém possibilitado, cada vez mais, o desenvolvimento de robustos bancos de
dados como o GenBank, que contém as sequéncias de uma ampla gama de
microrganismos (SAYERS et al., 2023). A analise das sequéncias codificantes
que compdem o genoma de bactérias permite identificar genes relacionados a
sua atividade e probiose, prometendo elucidar os fundamentos moleculares por
tras de seus beneficios a saude (VENTURA et al., 2008).

Além da capacidade de sequenciar e caracterizar genes presentes nos
genomas de probidticos, a expansdo de aplicacdes da genbmica nos permite
realizar andlises comparativas entre eles. Analises de pangenoma nos permitem
caracterizar o repertério génico de espécies probidticas e avaliar genes
compartilhados por grupos de linhagens probiéticas, bem como os exclusivos a
linhagens de interesse (VENTURA et al.,, 2008; MAKAROVA et al., 2006;
CLAESSON et al., 2008).

Ainda no campo do sequenciamento de genomas, metodologias amplas
para andlise de metagenomas também tém tido grande relevancia em estudos
sobre o TGIl. A metagen6mica permite avaliar a composi¢cdo da microbiota e
abundancia de espécies, bem como avaliar os efeitos da aplicacéo de probiéticos

com base na saude do microbioma MAAKE et al., 2021.

2.2. Transcriptémica

Enquanto a genGmica se concentra em sequenciar e analisar os genomas
de microrganismos probiéticos, a transcriptémica é o estudo do que € transcrito
a partir desses genomas. Isto €, a transcriptbmica analisa todas as formas de
RNA, mensageiro ou nao-codificante, bem como suas fungdes e padrées de
transcricdo (MILWARD et al., 2016). Isso permite avaliar genes que sé&o
transcritos em diferentes condi¢bes, como sob estresses ou em contato com
outros microrganismos, e as diferencas em expresséao entre elas (MILWARD et
al., 2016).

Através dessas analises, é possivel identificar fatores génicos envolvidos

em sobrevivéncia a estresses, como por exemplo na passagem dos probioticos
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pelo TGI até chegarem na regido intestinal (CHEN et al.,2021). A transcriptémica
aplicada em comunidades através da metatranscriptbmica nos permite avaliar a
expresséo diferenciada de genes em comunidade com a microbiota e durante
processos como a fermentacdo (EDLUND et al., 2018; SONG et al., 2017).

Indo além da microbiota, a transcriptdmica também pode ser usada para
medir os efeitos modulatérios dos probidticos nos hospedeiros. Ao avaliar a
expressao diferencial de genes em condi¢des de disbiose e com a aplicacao de
probioticos, € possivel avaliar a influéncia de probiéticos em fatores da satude do
hospedeiro (RODRIGUES et al., 2021; KIU et al., 2020).

2.3. Protebmica

A protedmica, por sua vez, é o estudo das proteinas produzidas por uma
célula ou tecido através de metodologias capazes de identificar, contabilizar e
caracterizar a sintese proteica dos probiéticos (RUIZ et al., 2016). Dessa forma,
essa disciplina permite a avaliacao funcional de efetores de probiose de forma
mais especifica, uma vez que dados de genoma e transcriptoma néo contém
informacéo precisa de expressao proteica nem de modificacdes pos-traducionais
(KOPONEN et al., 2012).

Em integracdo com outras andlises Omicas, a protedmica permite
contabilizar fatores essenciais para a adesdo dos probiéticos com a mucosa,
colonizacdo do TGI, atividade antimicrobiana, dentre outras caracteristicas
funcionais dos probiéticos (RUIZ et al., 2016). Adicionalmente, também se
podem realizar andlises da expresséo proteica do hospedeiro e do restante da
microbiota através da metaprotedmica, permitindo avaliar as interacdes feitas
pelas proteinas dos probidticos (ZHANG et al., 2018). Ao contabilizar e
caracterizar proteinas e peptideos efetores e suas interacdes com proteinas e
tecidos do hospedeiro, é possivel analisar como certos probidticos podem
modular a saude humana (ZHANG et al., 2020).

2.4. Metabolomica

Contudo, os efeitos dos probidticos ndo se dao apenas atraves de efetores

proteicos. A metabolobmica é um campo de estudo que se centra na
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contabilizacdo e caracterizacdo dos perfis de metabdlitos que séo fruto de
processos biolégicos. Esses metabdlitos podem vir tanto do hospedeiro quanto
da microbiota, sendo eles peptideos, carboidratos, lipideos, vitaminas, acidos
organicos e outras pequenas moléculas que resultam do metabolismo celular).
Probioticos podem, portanto, efetivar mudanca no estado de saude do
hospedeiro através da metaboliza¢do de compostos no lumen do TGl e producéo
de metabdlitos secundarios bioativos (SALMINEN et al., 2021).

3. Aplicacédo da probiogendmica para determinacao do potencial probiético
3.1. Identificacdo molecular dos candidatos a probidéticos

A identificacdo bacteriana € o conjunto de procedimentos utilizados para
determinar a espécie ou 0 grupo ao qual uma determinada bactéria pertence.
Esse processo € fundamental tanto para a microbiologia clinica quanto para a
pesquisa microbioldgica em geral. Ele pode envolver uma variedade de métodos,
desde abordagens tradicionais, como a cultura bacteriana em meios especificos
e testes bioquimicos, até métodos mais modernos e precisos, como 0
sequenciamento genético. No contexto do sequenciamento de nova geracéo
(NGS), a identificagdo bacteriana é baseada principalmente na analise de
sequéncias de DNA extraidas do genoma bacteriano. Essa abordagem
molecular permite identificar as caracteristicas genéticas especificas de uma
bactéria, muitas vezes com mais precisdo e rapidez do que os métodos
tradicionais (WINAND et al., 2019). Demonstrando assim sua eficacia e agilidade
nas pesquisas cientificas, essas ferramentas baseadas em NGS permitem gerar
uma ampla gama de dados que facilitam a classificacdo dos microrganismos em

estudo.

Essas tecnologias tém sido amplamente empregadas em pesquisas sobre
potenciais probidticos, possibilitando analises detalhadas de genomas, a
identificacdo de espécies e a avaliagdo de suas caracteristicas funcionais. De
acordo com o estudo (GARCIA-HERNANDEZ et al., 2016), a determinacdo das
caracteristicas moleculares de uma bactéria potencialmente probiotica depende,
fundamentalmente, do conhecimento da espécie a que ela pertence. Existem

diversos meétodos de identificacdo que podem ser aplicados apds a montagem



105

do genoma. Entre eles, destaca-se a analise por Average Nucleotide ldentity
(ANI) e Hibridizac&o Digital de DNA-DNA, que surgiu da necessidade de um
método confidvel para a definicdo de espécies bacterianas, util para identificar
relacBes evolutivas em cepas com genomas completos ou parciais, sendo um
importante programa de bioinforméatica quando estamos tratando de
identificagcdo de cepas bacterianas (LINDSEY et al, 2023; RICHTER e
ROSSELLO-MORA, 2009; AUCH et al., 2010).

O ANI calcula a identidade média de nucleotideos entre dois genomas
bacterianos, comparando as sequéncias de DNA em regifes conservadas. A alta
identidade de ANI (acima de 95%) sugere que as duas amostras pertencem a
mesma espécie, enquanto uma baixa identidade (abaixo de 95%) indica que séo
de espécies diferentes. Por ser uma analise genémica de alta precisdo, o ANI
oferece uma alternativa eficiente e mais confiavel do que métodos tradicionais,
como a hibridizacdo do DNA. O pyANI, por exemplo, € uma ferramenta
amplamente utilizada para realizar essa andlise, sendo Util para identificar
relacbes evolutivas em cepas com genomas completos ou parciais. Essa
abordagem tem se consolidado como uma das principais na identificacdo de
cepas bacterianas (PRITCHARD et al., 2015). Outro exemplo é o O GTDB-TK é
uma ferramenta de classificacdo taxonémica, baseada no célculo de ANI, que
utiliza um banco de dados atualizado para atribuir genomas microbianos a uma
taxonomia padronizada, melhorando a consisténcia e precisdo nha nomenclatura
microbiana https://doi.org/10.1093/bioinformatics/btz848.

Ja o dDDH é uma analise que compara sequéncias de genomas e mede
a similaridade entre dois DNAs pela formacdo de hibridos e calculando a
distancia gendémica. O dDDH é utilizado para delinear espécies microbianas,
baseando-se na quantidade de hibridizagcdo entre os fragmentos de DNA.
Ferramentas como TYGS sdo comumente utilizadas para realizar essas
analises, para calcular as distancias genéticas entre pares de genomas. Quando
a porcentagem de hibridizagdo é alta (>70%), as cepas sdo consideradas da
mesma espécie, enquanto uma porcentagem baixa (<70%) sugere espécies
diferentes (MEIER-KOLTHOFF e GOKER, 2019).

A anotacdo de genomas é um processo fundamental na bioinformatica

gue envolve a identificagcéo e a interpretacdo das funcoes dos genes presentes
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em uma sequéncia. Esse processo nédo se limita apenas a localizacéo dos genes,
mas também inclui a atribuicdo de funcdes, a predicdo de regides codificantes e
a andlise de elementos regulatorios. No contexto dos probioticos, a anotagéo de
genomas desempenha um papel crucial, pois permite a identificacdo precisa de
caracteristicas genéticas que determinam a viabilidade, a seguranca e a eficacia
dessas bactérias. Dessa forma, a anotacdo gendmica é uma ferramenta
essencial para o desenvolvimento de probidticos mais eficazes e seguros, além
de facilitar a compreensdao dos mecanismos moleculares envolvidos em seus
efeitos terapéuticos (STEIN, 2001; LOBB et al., 2020).

O Prokaryotic Genome Annotation (Prokka), € uma ferramenta de
anotacao e automatica de genomas de procariotos, identificando genes, RNAs e
outros elementos genéticos, fornecendo uma visdo detalhada das funcbes e
caracteristicas presentes no genoma (SEEMANN, 2014), a qual integra
programas como o BLAST, HMMER, Prodigal e Aragorn, para realizar buscas
em bancos de dados de genes conhecidos e prever funcdes para 0s novos genes
encontrados. No contexto de probidticos, a anotacdo de genomas com o Prokka
tem grande relevancia, pois ela permite a identificacdo de genes-chave que séo

essenciais para a atividade probiotica das cepas bacterianas.

A anotacdo funcional € uma etapa importante quando se trata de
identificacdo de possiveis candidatos a probiéticos, predizendo seus genes e
anotando o seu genoma de forma completa a fim de observar sua funcionalidade,
analisar vias metabdlicas bacterianas. A qual ird auxiliar na avaliagcdo das
propriedades funcionais dos probiéticos, como a capacidade de metabolizar
substancias, produzir enzimas benéficas ou até mesmo interagir de forma
positiva com a microbiota intestinal, dentre outras especificidades microbianas
(RODRIGUES, 2023).

Ha diversas ferramentas de bioinformatica que impulsionam a pesquisa
na probiogenémica a fim de determinar as caracteristicas, anotacfes funcionais
e moleculares de microrganismos potencialmente probidticos. Ferramentas
como o Rapid Annotation using Subsystem Technology (RAST) é um servidor
que identifica genes codificadores de proteinas, rRNA e tRNA além de atribuir
aos genes suas devidas funcionalidades, podendo assim fornecer informacgdes

para construcdo de vias metabdlicas do genoma bacteriano (AZIZ et al., 2008).
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Outro tipo de anotacdo funcional muito utilizada é na predicdo baseada em
Clusters of Orthologous Groups of Proteins (COG), pertencente ao NCBI, que &
um banco de dados que organiza proteinas de genomas microbianos completos
em familias de genes ortélogos. Cada COG representa um grupo de genes
relacionados evolutivamente, permitindo a classificacao filogenética e ajudando
a identificar fungdes conservadas entre diferentes organismos. E amplamente
utilizado para analises comparativas e anotacfes funcionais em gendmica
microbiana (GALPERIN et al., 2019). Ja o EQgNOG € um banco de dados que
fornece dados de ortologia e informac¢Bes funcionais para microrganismos,
oferecendo arvores filogenéticas, permitindo assim estudo evolutivo de espécies
além de eventos de duplicacbes e especiacdes (HERNANDEZ.PLAZA et al.,
2023). O KEGG se destaca por ser um banco de dados e software em que
podemos fazer uma simulacdo de comportamentos funcionais como rede de
interacdo de proteinas e reacdes quimicas de organismos a partir de
informacdes gendémicas KANEHISA e SUBRAMANIAM, 2002) através de uma
colecdo de genes completamente sequenciados com anota¢cdes atualizada das
funcdes genéticas (KANEHISA e GOTO, 2000). Esses sdo apenas alguns
exemplos de ferramentas e programas amplamente utilizados no campo da
bioinformética para caracterizar possiveis candidatos com potencial probidtico.
Entretanto, o desenvolvimento de métodos computacionais e plataformas
bioinforméticas para previsdo de genes, identificacdo de cepas microbianas e
anotacao funcional continua a ser uma vertente crucial de pesquisa em
gendmica, dada sua relevancia para a identificagcdo de isolados bacterianos
(GOLYSHEV e KOROTKQV, 2015).

3.2. Avaliacédo de seguranca de probidticos

O status de Generally Recognised as Safe (GRAS) é usado pela Food
and Drug Administration (FDA) para selecionar, por lei, quais substancias séo
reconhecidas como seguras e assim podem se tornar aditivos alimentares (FDA
GRAS, 2024). Analogamente, o status Qualified Presumption of Safety (QPS) é
usado pela European Food Safety Authority (EFSA), também para regular os

aditivos seguros e autorizados para uso alimentar (ROUQUETTE et al., 1998).
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Dessa forma, para que uma cepa probiotica possa ser adicionada em
alimentos e comercializada, € necessario que ela tenha o status GRAS e QPS,
que podem ser obtidos por meio de procedimentos cientificos que comprovem a
seguranca da mesma. Nesse tdpico serdo abordadas caracteristicas avaliadas
na seguranca de probidticos e programas que auxiliam nessa analise

probiogendémica.

3.2.1. Fatores de viruléncia

Os fatores de viruléncia englobam diferentes caracteristicas que uma
cepa bacteriana pode possuir, como atividade hemolitica, aderéncia,
degradacdo de mucina, desconjugacéo de sais biliares, producédo de metabdlitos
téxicos e inducdo de quaisquer efeitos adversos no hospedeiro. Todos esses
fatores sdo caracteristicos de bactérias patogénicas, porém as probioticas
podem ter algumas dessas caracteristicas como adaptacdo ao ambiente
intestinal [63]. Dessa forma, cepas probidticas podem ter a presenca de algum

fator de viruléncia, mas o0 mesmo nao afetar os beneficios do microrganismo.

3.2.2. Resisténcia a antibidticos

A resisténcia a antibidticos podem ser intrinseca, quando a resisténcia
estd no cromossomo do organismo, ou adquirida, que acontece quando um
microrganismo demonstra resisténcia a um antimicrobiano ao qual anteriormente
era suscetivel. Ao realizar a avaliagdo da seguranca de um probi6tico é
importante investigar a presenca ou ndo de resisténcia a uma gama dos
principais antimicrobianos e, se presente, se ela é intrinseca ou adquirida. Isso
porque a resisténcia intrinseca, por estar em genes nédo transferiveis, nao
apresenta risco ao hospedeiro, enquanto a adquirida, por estar em elementos
genéticos moveis, pode ser transferida horizontalmente para outros organismos
da microbiota do individuo (DE JESUS et al., 2024). Dessa forma, essa
resisténcia em probidticos pode trazer um risco a eficiéncia de tratamentos para
infec¢des, caso a bactéria que o paciente necessita tratar tenha recebido o gene
de resisténcia ao antimicrobiano que estad sendo usado (IMPERIAL e IBANA,
2016).
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3.2.3. Elementos transponiveis (Fagos e integrases, ilhas gendmicas,

plasmideos e crispr-cas)

Um microrganismo pode possuir diferentes tipos de elementos
transponiveis, que sao sequéncias de DNA capazes de se mover entre genomas
[66]. Fagos sao virus que infectam bactérias e podem integrar material genético
heterdlogo no seu genoma, 0 que pode ser perigoso caso esse material genético
possua genes de viruléncia ou resisténcia antimicrobiana. Integrases sao
enzimas responsaveis por integrar segmentos diferentes de DNA, causando um
maior risco a seguranca da bactéria ao integrar genes transmitidos por
bacteriéfagos, plasmideos transmitidos horizontalmente com genes de
viruléncia, entre outros (NEMERGUT et al., 2008). Plasmideos sdo DNA circular
independente do cromossomo do hospedeiro que possuem genes nao
essenciais (DOGHAITHER e GULL, 2019). Por mais que sua presenca na cepa
ndo comprove perigo diretamente, se esse material genético possuir genes de
resisténcia ou viruléncia ele pode facilmente ser transmitido horizontalmente
para outros microrganismos da microbiota ou para patégenos ali presentes e
assim dificultar o tratamento do paciente (VARANKOVICH et al., 2015).

O sistema CRISPR-Cas é uma ferramenta analoga ao sistema
imunoldgico adaptativo presente em algumas bactérias, que conseguem inativar
virus e plasmideos que tentem invadi-la (VAN DER OOST et al., 2014). Porém,
da mesma forma que os plasmideos, esse sistema pode ser passado por
transferéncia horizontal e fornecer imunidade a patdégenos no organismo do
hospedeiro ou para a prépria microbiota, acarretando na diminuicdo da
diversidade do microbioma intestinal (MONSHIZADEH et al., 2022). llhas
gendmicas sdo segmentos de DNA presentes em linhagens ligadas entre si que
participam da diversidade e adaptabilidade dos microrganismos (JUHAS et al.,
2009). Semelhante aos ultimos citados elas podem possuir genes de resisténcia
e viruléncia, trazendo perigo para outros microrganismos presentes no
hospedeiro (JUHAS et al., 2009).

3.2.4. Producéo de aminas biogénicas

Aminas biogénicas sdo compostos organicos nitrogenados formados

pelos processos de descarboxilagdo de aminoacidos ou animacdo e
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transaminacdo de cetonas e aldeidos. Alguns exemplos das mesmas séo
histamina, cadaverina, tiramina, putrescina e triptamina (WOJCIK et al., 2021).
Esses compostos, em baixas concentracdes, ndo apresentam risco, mas em
niveis mais altos podem ser toxicos (CASTRO-LOPEZ et al., 2021), causando
sintomas como hipertenséo, dores de cabeca, vomito, problemas respiratorios,
entre outros (EFSA, 2011).

N&o existe uma regulacdo que especifique os limites da quantidade de
aminas biogénicas que podem estar presentes nos alimentos, somente para a
histamina em produtos com peixes (REGULATION EU, 2013). Dessa forma, €
importante o uso da pesquisa para verificar se 0 microrganismo probiotico produz
ou ndo aminas biogénicas e, se sim, verificar se ela causaria sintomas no

paciente, para assim garantir a seguranca da mesma.

3.2.5. Ferramentas bioinformaticas que participam da avaliacdo da

seguranca

Todos os elementos citados nos topicos anteriores impactam de alguma
forma na avaliacdo da seguranca de uma cepa probibética e por isso € importante
o uso de ferramentas bioinforméticas para auxiliar a analise desses pontos
(PENG et al., 2023) para melhor compreendes 0s mecanismos moleculares e
genéticos associados na caracterizacao de linhagens probioticas em relacéo a
sua seguranca, na Tabela 1 estd sumarizado as principais ferramentas de

bioinforméatica utilizadas para avaliacdo desses fatores.

Tabela 1. Principais ferramentas de Bioinformatica utilizadas para analise de

seguranca para a caracteriza¢ao de microrganismos probiéticos.

Ferramenta/banco
de Metodologia Artigo/documentacéao
dados/programa
Plataforma com banco de dados
préprio que constrdi grupos ortélogos
VFanalyzer/\VFDB | _ 1OS genomas de referéncia e no (EFSA, 2011)
genoma inserido para analise, realiza '
um BLAST para verificar os fatores de
viruléncia.
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Plataforma que usa o banco de

, dadosVFDB para identificar genes de | (RODRIGUES et al.,
PanViTa oA o .
resisténcia e viruléncia através do 2023)
DIAMOND
Compara a sequéncia com diversos

bancos de dados (como NCBI, CARD,

VFDB e Resfinder) a fim de verificar
resisténcia antimicrobiana ou
viruléncia.

Ferramenta que usa de diversos

bancos de dados e compara os dados
genbmicos, protedmicos,

VFARs metabolébmicos e transcriptdmicos do WASSEEM et al.,

. ) ) ; ; 2017)
microrganismo, a fim de visualizar
fatores de viruléncia ou resisténcia a

antimicrobianos.

Abricate (GITHUB, 2024)

E um modelo de rede neural validado
por bancos de dados que calcula
vetores relacionados a atributos de
sequéncias de aminoacidos (frequéncia
de aminoécidos, composi¢cao de carga,
SPAAN frequéncia de dipeptideos, composi¢éao (SACHEO%\QA etal,
hidrofébica e frequéncia de multiplos) e )
q p
compara a proteina inserida com
padrbes desses vetores, resultando na
probabilidade da proteina ser uma
adesina.

Técnica que usa de primers
oligonucleotidicos para amplificar
regioes do DNA e gerar perfis CAETANO.ANOLLES,
MAAP caracteristicos, que podem ser usados
) SR 1994)
para identificacdo molecular do
microrganismo, mapeamento genético,
deteccdo de DNAs polimorficos, etc.

A ferramenta combina um banco de

dados de perfis Hidden Markov Model

PathoFact (HMM) e um modelo de aprendizado | e\ Eg et al., 2021)
baseado em Random Forest para

comparar se a sequéncia inserida é de

fatores de viruléncia ou néo.

Software que identifica fatores de
viruléncia (VFs) em bactérias Gram-
negativas. Ele usa uma abordagem
DeepVF . Chamada ‘stacking” (ou (XIE et al., 2021)

empilhamentos"), que combina varios

modelos de aprendizado de maquina e
deep learning para melhorar a precisédo
da previséo.

A ferramenta usa de recursos extraidos

VF-Pred como SeqSim e Seg-Alignment para | - g\ et al., 2024)
alimentar modelos classicos de

machine learning, que entdo gera a




probabilidade da variante ter ou ndo
alto potencial funcional de viruléncia.
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PRAP

Pipeline desenvolvido para rapida
identificacdo de genes de resistencia a
antibioticos a partir de varios formatos
de sequencias do genoma completos

com base no banco de dados CARD ou
Resfinder.

(HE et al., 2020)

ResFinder

Bando de dados que usa BLAST ou
KMA para alinhar as sequéncias
génicas inseridas com as sequéncias
de resisténcia antimicrobiana do
proprio banco de dados.

(FLORENSA et al.,
2022)

CARDC

Banco de dados que combina dados de
genes e mutages ligadas a resisténcia
a antimicrobianos.

(ALCOCK et al., 2023)

PATRIC

Plataforma online que combina dados
das omicas, como proteomica,
metabolomica. Alem de oferecer
ferramentas para estudos de filogenia,
deteccao de resistencia a antibioticos e
analise comparativa.

(WATTAM et al., 2014)

RAST

Servigo de anotacao totalmente
automatizado, para genomas
arqueanos ou bacterianos. O servigo
busca produzir de forma rapida as
funcdes geneticas e uma reconstrucao

das vias metabolicas iniciais.

(AZIZ et al., 2008)

AMRFINder

Identifica genes de resisténcia de
genes antimicrobiana. Ele combina
buscas BLAST e HMM para identificar
genes de resisténcia

(FELDGARDEN et al.,
2019)

MEGARes

Banco de dados de resistencia
antimicrobiana sdo adaptados para
perfis funcionais de genes em menor
escala usando anotacdes altamente
descritivas.

(LAKIN et al., 2017)

VAMPr

Ferramenta que combina grandes
volumes de dados gendbmicos com
andlise estatistica e computacional
para melhorar o entendimento e a
previsdo da resisténcia a antibidticos.

(KIM et al., 2020)

PHASTER

Ferramenta que realiza um BLAST com
bancos de dados de profagos, agrupa
genes semelhantes a fagos e pontua
cada regido de acordo com a
guantidade de genes relacionados a

(ARNDT et al., 2016)

fagos.




PHASTEST

Ferramenta que usa o software
Prodigal para identificar regides
codificantes de proteinas, compara as
sequéncias com bancos de dado e faz
um BLAST para determinar as regides

de fago.

113

(WISHART et al., 2023)

PhaTYP

Método que usa da arquitetura
Transformer, identifica as sequéncias
de fago e alinha usando BLAST. O
modelo de linguaguem Masked LM é
treinado pra prever os tokens de
proteinas e refinar o desempenho da
ferramenta.

(SHANG et al., 2023)

PhaBOX

Servidor web que utiliza o algoritmo
PhaMer para identificar contigs que
representam profagos, um maodulo
PhaTYP para prever se o fago é de
estilo virulento ou néo, e entdo
classifica 0 mesmo com a combinacgéo
das caracteristicas de similaridade da
sequéncia e as redes convolucionais
usando o PhaGCN.

(SHANG et al., 2023)

VirSorter

Ferramenta que usa dos bancos de
dados RefSegABVir e Viromes e 0s
compara com as proteinas por meio de
BLAST, para entdo categorizar as
regides de profago.

(ROUX et al., 2015)

VIBRANT

Ferramenta que utiliza de rede neural
treinado com métricas que incluem
propor¢ao de proteinas associadas a
virus, assim ele se baseia em pontos
de similaridade para identificar e
analisar fagos em microrganismos.

(KIEFT et al., 2020)

PlasmidFinder

Ferramenta que identifica plasmideos
em dados de sequenciamento
gendmico.

Ele utiliza uma base de dados com 116
sequéncias de replicons,
representando
grupos de incompatibilidade
conhecidos. A analise é feita
comparando as
sequéncias carregadas com a base
usando o algoritmo BLASTn, com
critérios
minimos de 80% de identidade e 60%
de cobertura.

(CARATTOLI et al.,
2020)

MOB-suite

E um conjunto de ferramentas
gendmicas que permite identificar,
reconstruir e classificar plasmideos

com base em suas sequéncias

gendmicas.

(ROBERTSON, 2018)




114

Software que prevé ilhas genomicas de
bactérias e archea a partir de seu
desvio de assinatura, podendo resultar
GIPSy na identificacao de ilhas de: (SOARES et al., 2016)
patogenicidade, viruléncia, metabdlica,
resisténcia e simbiose. Evolucdo do
Pipsy.

Software que pode filtrar genomas de
bactérias e archaea a partir de seu
dominio conservado, e identificar e
classificar os loci CRISPR-Cas de alta
probabilidade, viruléncia, resisténcia,
recombinagéo.

CRISPRFinder (GRISSA et al., 2007)

Os fatores de viruléncia podem ser analisados pela plataforma
VFanalyzer, que utiliza do seu proprio banco de dados para construir grupos
ortélogos nos genomas inseridos e os de referéncia e realiza um BLAST para
filtrar os paralogos, dessa forma, detectando os fatores de viruléncia da cepa
(LIU et al., 2019). O SPAAN € um modelo de rede neural que calcula os atributos
de sequéncias de aminoacidos como vetores e entdo compara a proteina
inserida com os fatores frequéncia de aminoacidos, de dipeptideos e de
multiplos, composicao hidrofébica e composicdo de carga, informando a chance
da cadeia inserida ser uma adesina (SACHDEVA et al., 2005).

Os fatores de resisténcia antimicrobiana podem ser analisados utilizando
o banco de dados CARD, que combina diversos dados de genes de resisténcia
(ALCOCK et al., 2023), ou o ResFinder, que utiliza BLAST ou KMA para alinhar
as sequéncia génicas de referéncia da propria database com a inserida para
andlise (FLORENSA et al., 2022). H4 também ferramentas que conseguem
analisar viruléncia e resisténcia ao mesmo tempo. E o exemplo do PanViTa, que
€ uma plataforma que realiza um BLAST com GenBank e identifica os fatores
[78], e 0 Abricate, que faz uma triagem de contigs comparando a sequéncia com
varios bancos de dados (GITHUB, 2024).

A verificacdo da presenca de plasmideo no genoma bacteriano pode ser
visualizada pelas ferramentas PlasmidFinder, que usa critérios de identidade e
cobertura para realizar um BLAST com a sequéncia (CARATTOLI e HASMAN,
2020), e MOB-suite, que é a juncdo de varias ferramentas que identificam,
reconstroem e classificam plasmideos (ROBERTSON e NASH, 2018). Ja o
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s

PHASTER é usado para predicdo de profagos, com uma metodologia
semelhante a outros em que ele realiza um BLAST com o database, agrupa
genes de semelhanca a fagos e pontua-os de acordo com a quantidade desses
genes (ARNDT et al., 2016).

O PIPSy e GIPSy sao preditores semelhantes de ilhas gendmicas de
bactérias. A grande diferenca entre os softwares é a quantidade de ilhas
gendmicas que conseguem predizer, sendo que o GIPSy possui uma ampla
gama de preditores resultando na identificacdo de cinco ilhas genémicas (de
patogenicidade, de resisténcia, de viruléncia, metabdlica e de simbiose)
(SOARES et al., 2016), enquanto o PIPS possui apenas um preditor, podendo
identificar apenas a ilha de viruléncia (SOARES et al., 2012). Por fim, o
CRISPRFinder é um software que filtra genomas e identifica e classifica os loci

com alta chance de ser Crispr-cas (GRISSA et al., 2007).

3.3. Avaliagdo dos mecanismos e propriedades de efeito de probiose

Os microrganismos também apresentam mecanismos de resposta ao
estresse, conjuntos de adaptacfes moleculares, fisioldgicas e bioquimicas para
lidar com ambientes hostis ou que ameacem sua homeostase. As bactérias
podem apresentar diversos mecanismos como resposta ao estresse, 0s quais
sdo essenciais para a sobrevivéncia em ambientes adversos (BOOR et al.,
2006). Esses mecanismos vao ser ativados quando ocorrer alguma mudanc¢a no
ambiente, podendo ser mudanca de pH, temperatura, nutrientes disponiveis,
estresse oxidativo e outros fatores como exposicado a antibioticos (CAKAR e
SAKA, 2024).

Para as bactérias probioticas a resposta ao estresse € algo positivo, por
garantir que estas sobrevivam, além de ser funcional e eficaz. Como as bactérias
probidticas atuam no intestino elas precisam sobreviver por todo o TGIl, um
ambiente que passa por mudangas de pH, temperatura e salinidade, acao de
enzimas que atuam na digestdo, e outras mudancas fisico-quimicas (BOOR,
2006). Além disso, as bactérias podem competir com outros microrganismos,
com a resposta ao estresse podendo conferir vantagens competitivas sobre os

outros microrganismos, como patégenos (CASTRO-LOPEZ et al., 2022).
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Outrossim, algumas bactérias probioticas tém seus beneficios relacionados aos

mecanismos de resposta ao estresse (KATHIRIYA, 2023).

7

Através da probiogendmica € possivel identificar os genes e o0s
reguladores génicos que estdo associados a resisténcia ao estresse. Essas
ferramentas sdo muito importantes para a avaliacdo de possiveis cepas
probidticas, além de entender os mecanismos de estresse que determinada
bactéria vai ter (BUSTOS et al.,, 2024). Os mecanismos de estresse sao
essenciais para a eficiéncia das bactérias probiéticas como uma ferramenta
terapéutica, além de garantir que elas sobrevivam na producdo de alimentos
funcionais. Além dos mecanismos permitirem que as bactérias sobrevivam,

potencializa os efeitos para o hospedeiro (BUSTOS et al., 2024).

3.3.1. Atividade antagonista

A atividade antagonista é a capacidade que algumas bactérias tém de
inibir ou impedir o crescimento de outros microrganismos, incluindo patégenos.
Existem diferentes mecanismos de atividade antagonista, como producao de
compostos antimicrobianos, onde podem ser produzidas bacteriocinas, peroxido
de hidrogénio e acido organico, estas substancias vdo atuar em outros
microrganismos ou criando um ambiente hostil (ZHU et al., 2023). Outros
mecanismos sao a competicdo por recursos, modulacdo do sistema imunoldgico
e a producédo de biossurfactantes, esses mecanismos ajudam a inibir a adeséo
e colonizacdo de possiveis hospedeiros (BERMUDEZ-BRITO et al.,, 2012).
Através da probiogenémica, conseguimos identificar os genes que atuam para

promover a inibicdo ou eliminacdo de outros microrganismos.

7

Para bactérias probidticas a atividade antagonista € uma grande
vantagem, isso porgue inibindo o crescimento de outras bactérias vai garantir
gue nao tenha competicao, facilitando o seu crescimento (BERMUDEZ-BRITO
et al., 2012). Esse mecanismo € importante para manter a salde intestinal e
ajudar na prevencdo de infecgbes. Além disso, algumas substancias
antimicrobianas sdo usadas no combate a doencgas, como o0s antibiéticos, essas
substancias também podem ser usadas para aumentar a vida dos alimentos,

sendo importante na producao de alimentos funcionais (THUY et al., 2024).
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3.3.2. Habilidade de adesao

Uma das caracteristicas mais importantes para as bactérias probidticas é
a habilidade de adeséo, uma vez que precisam se fixar ao epitélio do intestino
(GORREJA e WALKER, 2022). A habilidade de adesdo € a capacidade das
bactérias de se fixarem a superficies biolégicas, um processo mediado por
interacdes fisico-quimicas e por moléculas e estruturas proprias das bactérias.
A adesdo no intestino é importante para a persisténcia das bactérias no mesmo,
prolongando os efeitos delas, e sem essa capacidade seriam rapidamente
eliminadas. Sendo assim, a habilidade de adesao é essencial para a eficacia das
bactérias probioticas (SAVAGE e FLETCHER, 1985).

Existem diversos beneficios relacionados a habilidade de adeséo, entre
elas pode-se citar a exclusdo de patdégenos por competicdo, ja que se uma
bactéria probidtica estiver aderida no intestino, outra bactéria, com um patogeno,
nao vai conseguir aderir aquele local (PECORARO et al.,, 2023). Outros
beneficios sdo a interacdo com o sistema imunologico, além de exercer uma
influéncia positiva no equilibrio da microbiota nativa, promove a integracdo da
barreira intestinal, se ela tiver comprometida (PERA e PIETERS, 2014).

3.3.3. Imunomodulacéao

A imunomodulacdo é alguma alteracdo no sistema imunolégico ou
alteracdo de uma resposta imunolégica, essa modulacdo € mediada por agentes
gue podem ou ativar ou reprimir alguma funcéo (STRZELEC et al., 2023). Entre
0s agentes que tém capacidade de imunomodulacdo estdo as bactérias
probiéticas, elas tém a capacidade de interagir com o sistema imunolégico do
hospedeiro, modulando as respostas inflamatoérias e fazendo a regulacdo de
citocinas (MALDONADO GALDEANO et al., 2007). Essa capacidade de
bactérias probidticas de modular o sistema imune é essencial e benéfica para

garantir os efeitos positivos dos probioticos para o hospedeiro.

Existem diferentes mecanismos de imunomodulacéo através dos quais as
bactérias podem afetar seus hospedeiros. Entre eles, pode-se citar a interacédo
com o epitélio do intestino, em que as bactérias vao interagir com as células do
intestino através de receptores, essa interacdo pode estimular a producéo de

peptideos antimicrobianos e fortalecer a barreira intestinal (CRISTOFORI et al.,
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2021). Outros mecanismos sao a contribuicéo para ativar as células dendriticas,
producdo de citocinas e modulacéo da resposta imune através de linfocitos T e
secrecdo de IgA (SCHAFER et al., 2024). Através desses mecanismos as
bactérias conseguem estimular o sistema imune a respostas que sao positivas
para o hospedeiro, primeiro a tolerancia a bactéria probiética, fazendo com que
0 organismo nado tente elimina-la, também secretando citocinas e outras

substancias anti-inflamatorias (SINGH et al., 2023).

Sendo assim, a imunomodulagcédo € muito importante, ndo s6 para ajudar
a bactéria a passar pela barreira do sistema imunologico, mas também pelos
beneficios que ela pode trazer para o hospedeiro (TSAI et al., 2012). Além disso,
a imunomodulacéo pelas bactérias benéficas pode trazer diversos beneficios
para saude, como reducao de infec¢les, propriedades anti-inflamatorias, além

de contribuir para a melhora da microbiota intestinal (STRZELEC et al., 2023).

3.3.4. Producédo de metabdlitos secundarios

A producdo de metabdlitos secundarios € uma caracteristica em que se
tem a producdo de compostos organicos que ndo sao essenciais para o
crescimento, desenvolvimento e reproducdo de organismos (GRIESEMER e
NAVID, 2023). Essa caracteristica € importante porque, frequentemente
possuem propriedades bioativas que vao contribuir para o hospedeiro e para o
ambiente microbiologico (YAN et al., 2022). Esses metabdlitos sao importantes
porque podem trazer diversos beneficios, como atividade antibiética, mediar as
relacdes entre 0s organismos, proteger contra estresses abiéticos e bidticos e
protecdo contra competidores (FU et al., 2017). Os metabdlitos secundarios
podem ser classificados de acordo com a sua composi¢cdo quimica, sendo
divididos em Compostos nitrogenados; Compostos fendlicos; Glicosideos;
Taninos; Terpenos; Flavonoides (THIRUMURUGAN et al., 2018).

Alguns exemplos de metabdlitos secundarios sdo: as bacteriocinas,
inibindo o crescimento de outras bactérias; Acidos Graxos de Cadeia Curta
(SCFAs), pode-se citar exemplos como acetato, butirato, propionato, eles vao
contribuir com a regulacéo do ph e estimulacéo de células imunolégicas (MASSE
e LU, 2023). Exopolissacarideos (EPS), é outro tipo de metabalito, sdo polimeros



119

que contribuem para a adesdo ao epitélio intestinal, formacéo de biofilmes e
modulagdo imunologica (NETRUSOV et al.,, 2023). Por fim, tem algumas
vitaminas essenciais que podem ser produzidas por bactérias como biotina e
vitamina K. Sendo assim, é possivel ver os beneficios que os metabdlitos

secundarios podem trazer para o hospedeiro (GU e LI, 2016).

O programa BAGEL4 (VAN HEEL et al., 2018) € uma ferramenta que é
usada para identificar e visualizar clusters génicos em genomas de procariotos
envolvidos na producdo de peptideos sintetizados ribossomalmente e
modificados pos-traducionalmente (RiPPs) e bacteriocinas. A metodologia do
programa consiste em uma entrada de dados, através de um arquivo com as
bases, ap0s isso é feita a traducéo e identificacdo de areas de interesse (AQIs),
em que o DNA vai ser traduzido em quadros de leitura para usar os codons de
iniciacdo, depois se compara as proteinas com um banco de dados e através
disso séo definidas as areas de interesse. Apos isso vai ser feita uma analise
detalhada das AOIs e feito um relatorio grafico e algumas informag¢des como
modificacdes poés-traducionais sdo incorporadas a partir de banco de dados.
Pode ter recursos adicionais, como banco de dados de outras fontes, BLAST e

vizualizagdo de RNA-Seq.

J4 o antiSMASH (BLIN et al., 2023) é uma ferramenta usada para
identificar novos compostos naturais com potencial bioativo, que vao ter diversas
aplicacbes como farmacéuticas, controle agricola e exploracdo da
biodiversidade quimica microbiana. A metodologia dele consiste em: entrada dos
dados, carregando os genomas dos microrganismos que vao ser analisados,
apos isso o programa vai utilizar um conjunto de regras baseadas em modelos
ocultos de Markov (pHMMSs) para identificar fungcdes biossintéticas centrais que
caracterizam os BGCs. Com isso, ele vai analisar as classes especificas de
BGCs, fiocando em classes especificas como Sintetases de peptideos nao
ribossomais (NRPSs) ou Policetideos tipo | e Il (PKSs), depois vai fazer uma
previsdo da estrutura quimica dos produtos, e predi¢cdo de Regulacao e Sitios de
Ligacdo de Fatores de Transcricdo. ApOs isso ele vai comparar 0s peptideos
centrais de precursores identificados com bancos de dados como o antiSMASH-
DB e o0 MIBIG, diferenciando compostos conhecidos de novos. Os resultados vao

sair em um gréafico detalhado e em uma tabela interativa.
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4. Probiogenémica na Pratica: Exemplos de Estudos

A probiogenémica apresenta varios exemplos praticos e aplicaveis que
modificaram a forma de realizar investigacdo nesta area, as quais podem ser

demonstradas na Tabela 2.

Tabela 2. Métodos de para Analises de Probioticos Baseadas em Abordagem

Genbmicas

Ferramentas de Bioinformaética Técnicas de Laboratério de Bancada

Andlise de Sequenciamento de Nova | PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase):
Geragdo (NGS)PCR (Reacdo em | Técnica para amplificacdo de pequenas
Cadeia da Polimerase): | quantidades de DNA para a deteccdo e
sequenciamento rdpido de grandes | analise de genes especificos.

volumes de DNA - identificagdo de genes
e mutacbes em genomas completos.

Anotacdo Gendmica: identificagdo e | Clonagem e Sequenciamento de DNA:
marcacdo de genes em uma sequéncia | Processo de insercdo de fragmentos de
de DNA por meio de bancos de dados e | DNA em vetores plasmidiais para
algoritmos. replicacdo e sequenciamento - analise
detalhada de genes.

Predicdo de Operons: Ferramentas que | Northern Blot: Técnica de deteccdo e
analisam sequéncias para identificar | quantificacdo de RNA mensageiro (MRNA)
grupos de genes transcritos como um | especifico - indica a expressao de genes.

Unico mRNA.

Modelagem Molecular: simulacdes | Western Blot: Técnica de detecgdo de
computacionais de predicdo de estrutura | proteinas especificas em uma amostra -
tridimensional de proteinas e suas | confirma a expressdo de genes a nivel
interacdes com outras moléculas. proteico.

Anélise de Microbioma: Estuda a | Ensaios de Atividade Enzimatica: Testes
composi¢cdo e funcdo de comunidades | laboratoriais que medem a atividade de
microbianas em um ambiente especifico | enzimas - confirmam a funcionalidade das
por meio do sequenciamento de DNA. proteinas codificadas pelos genes.

Comparacdo Genbmica: Compara | Mutagénese e Complementacdo:
genomas de diferentes organismos para | Técnicas de inativacdo e reativacdo de
entender evolugcdo e funcdo de genes - | genes especificos para estudar sua funcao
busca identificar  similaridades e | com cépias funcionais dos genes.

diferencas.

Andlise de Expressdo Génica: | Ensaios de Imunofluorescéncia: Método
Compara dados de sequenciamento de | que usa anticorpos marcados com
RNA para medir a expressao génica em | fluorescéncia para deteccédo de proteinas
diferentes condicdes - regulacdo génica. | especificas em células ou tecidos.

Identificacdo de Clusters de Genes: | Analise de Protebmica: Usa técnicas
Ferramentas de andlise de sequéncias | como espectrometria de massa para
para encontrar regides com multiplos | identificacdo e quantificacdo de proteinas
genes relacionados agrupados. em uma amostra - dados de expressao e
funcdo das proteinas.
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A genbmica aplicada ao estudo dos probioticos tornou-se essencial na
avaliacao da utilizacdo destas substancias e no desenvolvimento de novas, pois
a sua capacidade de identificar cepas ao nivel de espécie, munidas desta
atividade, de forma mais precisa, possibilitou a realizacdo de estudos mais
assertivos, por exemplo, através de meétodos como 0 sequenciamento, que
permitiu o reconhecimento do gene 16S rRNA e a aplicacido de genes com maior
potencial discriminatério, como os codificadores de proteinas de cOpia Unica
(pheS) (SANDERS et al., 2010).

Deste modo, as abordagens probidticas baseadas na gendmica
proporcionaram muitos avancos na pesquisa de cepas especificas de
Lactobacillus, permitindo a identificacdo de genes importantes para a adaptacao
destes microrganismos ao ambiente caracteristico da mucosa intestinal, bem
como para a sua capacidade de produzir substancias probiéticas. Além disso,
possibilitaram a selecéo de propriedades de interesse especificas (LEBEER et
al., 2008). Por exemplo, cepas que possuem maior resisténcia a estresses
oxidativos, osmaéticos e térmicos, como é o caso de Lactiplantbacillus plantarum
(BUSTOS et al., 2024; NYABAKO et al., 2020), ou cepas que apresentam
capacidade de adesdo a mucosa intestinal, garantindo a sobrevivéncia e efeitos
benéficos para a saude do hospedeiro, como em casos de Lactobacillus
acidophilus (KRAUSOVA et al., 2019).

L. plantarum é uma cepa muito destacada na literatura, servindo como um
bom exemplo da aplicabilidade de abordagens genémicas no desenvolvimento
de probidticos. Esta cepa apresenta iniumeras propriedades de interesse
capazes de contribuir para a promoc¢ado da saude, determinadas por meio do
sequenciamento do seu genoma completo possibilitando identificar a presenca
de peptideos antimicrobianos e bacteriocinas, que atualmente sdo utilizados
como conservantes alimentares e coadjuvantes no tratamento com antibiéticos,
contribuindo para a saude Unica (BAUTISTA e BARRADO et al., 2023).

Outras contribuicbes de analises genbmicas estdo relacionadas
principalmente com a seguranca da utilizacdo destes probioticos, dado que estes
microrganismos sao capazes de desenvolver resisténcia. De facto, o L.
plantarum possui uma acidez e bile que facilitam a sua colonizagédo no TGl

(HAMON et al., 2011). A fim de garantir essa seguranca, sdo imprescindiveis
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analises genbmicas para confirmar a auséncia de genes de viruléncia e
identificar esses genes de resisténcia, bem como para verificar se a bactéria tem
capacidade de transmitir essa resisténcia a outras bactérias patogénicas. Na
area da saude, sdo necessarios testes experimentais especificos, como a PCR,
para detectar a presenca destes genes utilizando certos primers (SEDDIK et al.,
2017).

Os Lacticaseibacillus rhamnosus sdo bactérias com potencial probiético
que apresentam operons especificos identificados por meio de analises
computacionais de bioinformatica, como o spaCBA-srtCl e spaFED-srtC2,
responsaveis por regular certos processos biolégicos, bem como clusters de
genes que codificam proteinas secretoras de bacteriocinas, como Bactl e Bact2,
e genes de imunidade que protegem a bactéria da sua propria bacteriocina
(DUTRA-SILVA et al., 2023). O conhecimento do codigo genético de qualquer
ser vivo e das suas espécies, bem como a dominancia de técnicas laboratoriais
como a PCR, a clonagem, a CRISPR-CAS, entre outras, possibilitou que os
investigadores pudessem mapear a distribuicdo de genes e reconhecer padrdes
intra-espécies, bem como promover uma maior compreensdo dos mecanismos
de acdo dos probiéticos e do seu comportamento em ambientes especificos
onde desempenham func¢des benéficas no organismo do hospedeiro (DUTRA-
SILVA et al., 2023).

A andlise de cepas de Bacillus clausii e Bacillus coagulans € um exemplo
notavel da aplicabilidade de estudos de probidticos baseados em abordagens
gendmicas, dado que revelaram a presenca de genes de resisténcia a
antibioticos e de producdo de enzimas antioxidantes. Estes genes sao
essenciais para a adaptacao das cepas de Bacillus clausii a ambientes intestinais
adversos e para a sua protecdo contra o stress oxidativo. Além disso, foram
encontrados genes produtores de enzimas digestivas e de vitaminas, como a
B12. Por outro lado, foi também indicada a auséncia de genes patogénicos
(SADRIMOVAHED et al., 2024). Em relacéo ao Bacillus coagulans, esta bactéria
€ uma enorme fonte de riboflavina (vitamina B12) e apresenta proteinas
essenciais para a esporulacdo que estdo conservadas em todas as suas cepas
probioticas. Além disso, apresenta varios dominios funcionais conservados

associados a resisténcia a antibioticos, o que constitui caracteristicas com um
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potencial significativo e diferenciador para melhorar a eficacia e a aplicabilidade
dos probidticos de Bacillus em comparagdo com os de Lactobacillus (KHATRI et
al., 2016).

A unido de todas essas informacdes permitiu maximizar os beneficios dos
produtos comerciais que contém cepas das duas espécies de Bacillus citadas,
produzindo formulagdes com menores riscos de efeitos adversos, gragcas aos
testes laboratoriais que comprovam estes beneficios na préatica. Por exemplo,
sao realizados experimentos que simulam condi¢cfes intestinais adversas com
isolados bacterianos, a fim de confirmar a capacidade dessas cepas de aderir ao
muco intestinal e sobreviver, reafirmando a eficacia destes probiéticos no TGl
(MAZZANTINI et al., 2022).

Além disso, abordagens gendmicas tém aplicacfes clinicas avancadas
como o desenvolvimento de probiéticos personalizados (CUNNINGHAM et al.,
2021). A analise do genoma bacteriano associado ao microbioma de um
individuo permite a identificacdo de cepas especificas mais adequadas as suas
necessidades metabdlicas e imunologicas (KESHET e SEGAL, 2024). Por
exemplo, estudos recentes podem explorar como a integracdo de conjuntos de
dados genbmicos e metabolémicos pode ajudar na formulacdo de probiéticos
direcionados para condi¢cdes especificas, como sindrome do intestino irritavel,
doencas inflamatérias intestinais e até mesmo distirbios metabdlicos como
obesidade e diabetes (PUIG-CASTELLVI et al., 2023; ZHAO et al., 2023). Outra
técnica promissora atualmente é o uso da tecnologia CRISPR-Cas para
modificar geneticamente cepas probiéticas, aumentando sua funcionalidade ou
seguranca. Essa abordagem ja foi usada para otimizar a producdo de
bacteriocinas, substancias antimicrobianas naturais que podem servir como
alternativas aos antibioticos (MU et al., 2022). A engenharia de probi6ticos com
propriedades imunomoduladoras também estd surgindo como um foco
significativo, especialmente para o tratamento ou prevencdo de condi¢cdes

inflamatorias crénicas (MU et al., 2022).

Perspectivas futuras da probiogenémica podem ajudar a incorporar a
aplicacdo de técnicas multibmicas, combinando gendmica, transcriptdmicas,
protedbmica e metaboldomica para fornecer uma compreensado holistica do

impacto dos probidticos na saude do hospedeiro. Esses avangos podem levar a
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criacao de formulacdes probidticas altamente personalizadas e especificas,

minimizando riscos e maximizando beneficios.

5. Conclusao

Neste capitulo, foram explorados os principais tépicos relacionados ao
estudo de probioticos utilizando a metodologia de probiogenémica, uma
abordagem interdisciplinar que combina testes in vitro, in vivo e in silico para
caracterizar e avaliar microrganismos tradicionais e de nova geracdo como
potenciais probidticos. Essa metodologia integra analises multibmicas,
abrangendo desde gendmica até o estudo de metabdlitos secundarios, para
compreender, em nivel genético e molecular, a complexa relagdo simbidtica
entre probidtico e hospedeiro. Tal compreensao é essencial para elucidar como
essa interacdo promove a saude do hospedeiro, contribuindo para a prevencéao
de doencas, modulagéo imunolégica e controle da microbiota intestinal por meio

de mecanismos antagonistas.

O capitulo aprofundou as abordagens émicas empregadas na pesquisa
de probiédticos, destacando tecnologias avancadas para identificar potenciais
candidatos a probidticos em nivel molecular. Foram discutidos aspectos
fundamentais da avaliacdo de seguranca, que inclui a analise de fatores de
viruléncia, resisténcia a antibioticos, presenca de elementos transponiveis (como
fagos, integrases, ilhas genémicas, plasmideos e sistemas CRISPR-Cas), bem
como a capacidade de produzir aminas biogénicas. Além disso, o texto
apresentou uma visdo detalhada sobre as ferramentas bioinformaticas que
facilitam essas avaliacbes, proporcionando maior precisdo e confiabilidade no

processo de selecéo e validacado de linhagens.

Outro aspecto abordado foi a avaliagdo dos mecanismos de probiose,
incluindo propriedades como a atividade antagonista contra patdgenos, a
habilidade de adesao as células do hospedeiro, a capacidade imunomoduladora
e a producéo de metabdlitos secundarios com impacto direto na saude intestinal.
Essas caracteristicas séo cruciais para determinar a eficacia de um

microrganismo como probidtico e seu potencial de aplicacao clinica.
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Por fim, foram apresentados exemplos praticos de estudos que ilustram a
aplicacdo da probiogenémica em diferentes contextos. Esses estudos destacam
como a integracdo de abordagens multibmicas e técnicas avancadas pode
acelerar a identificacdo e o desenvolvimento de probidticos utilizando
probiogenémica, sendo mais seguros e eficazes, alinhados as demandas da
ciéncia e da saude moderna. Assim, o capitulo oferece uma visao abrangente e
aprofundada sobre as etapas criticas no estudo de probidticos, desde a
identificacdo molecular até a avaliacdo de seguranca e funcionalidade,
consolidando a probiogenémica como uma ferramenta essencial no campo da

microbiologia aplicada e da biotecnologia.
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