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APRESENTAGAO

Na era da informagao, os avangos tecnolégicos ditaram uma nova ordem mundial, determinando
novos principios, alterando antigos conceitos e criando novas areas do conhecimento humano. Diante
disto, as ciéncias existentes tiveram que se apropriar aos principios tecnolégicos, informatizando-se para
poder acompanhar o avang¢o que a computacio propiciou, surgindo a Bioinformatica. A palavra
“Bioinformatica” foi cunhada inicialmente por Pauline Hogeweg em 1979 para estudos de processos de
informatica em estudos de biologia sistemacional. Ha na literatura distintas interpretagdes sobre a defini¢ao
de Bioinformatica. Na sua definicdo ampla, a Bioinformatica envolve a aplicagdo de Tecnologias de
Informacao e de Comunica¢ao (TIC) nas analises de qualquer area da Biologia. De maneira mais restrita,
a Bioinformatica é a aplicagio de informatica aos experimentos de Biologia Molecular, ou mais
especificamente no manejo da grande quantidade de dados gerados no sequenciamento de DNA, RNA e
Genodmica, em especial para auxiliar aminoacidos.

Com o desenvolvimento da Bioinformatica, suas novas descobertas e os problemas
epistemoldgicos, surge a necessidade de se elaborar modelos matematicos que possam assumir hipoteses
com relagdo ao fenomeno estudado. Sao varios os modelos identificados nos problemas computacionais
e biolégicos, o modelo de Malthus e Verhulst, elaborados para descrever o crescimento de uma populagao
sendo que cada um tem suas proprias limitagdes em considerar o meio analisado, ambos fazem
aproximagoes na descri¢ao dos fenomenos observados, nao chega a ser um fator exato, visto que a biologia
¢ uma ciéncia que possui componentes complexos.

Sio varios os processos biologicos que inspiram novos métodos, teorias e técnicas matematicas.
Por exemplo, os algoritmos genéticos que se inspiram nos processos biologicos de selecdo, mutagio e
recombina¢do, maximos e minimos de fun¢des de muitas variaveis como as redes neurais que permitem
imitar o funcionamento das redes de neuronios. Essa unido entre a matematica e as ciéncias bioldgicas tem
ajudado a desenvolver suas proprias areas, os sistemas dinamicos em tempo discreto e em tempo continuo,
probabilidade, estatistica e processos estocasticos, equagoes diferenciais ordinarias e as derivadas parciais,
algebra linear e teoria de grupos sio mais exemplos de conteidos de matematica que foram ganhando
espaco através de problemas biolégicos.

Uma das grandes dificuldades para o uso da Matematica pelos bidlogos, e em menor medida pelos
bioinfomatas, é a falta de compreensao entre os praticantes dos dois campos, com frequéncia, vemos
muitos bidlogos sem nenhum conhecimento matematico e matematicos que nao tém a minima ideia do
que seja Biologia, fazendo com que a colaboragao e interagao entre essas duas disciplinas se torne cada
vez mais dificil. Profissionais capazes de fazer a ponte entre as duas areas sao raros ¢ altamente valorizados,
além da falta de capacitacio de ambos, pois ¢ incomum visualizarmos a oferta de disciplina para interagao

dessas duas areas nos cursos de formagio. Desse modo percebemos que nao é comum ver bidlogos



utilizando numeros e fazendo calculos, nem matematicos que passam horas admirando a natureza, a
distancia entre esses dois tipos de disciplinas até existem, mas estao longe de ser distintas, um nimero cada
vez maior de perguntas do mundo bioldgico esta encontrando respostas no universo matematico, fazendo
com que a disciplina de Matematica, que era conhecida como um bicho-de-sete-cabegas, pudesse se
reinventar e combinar com muitas outras disciplinas, de modo que com essa interdisciplinaridade possa
facilitar a aprendizagem de conteudos matematicos e biolégicos entre outras areas da educagao.

Também se defende que Bioinformatica aplica os principios da Ciéncia da Informagao para
interpretar dados biolégicos, enquanto a Biologia Computacional aplica os algoritmos matematicos e
computacionais aos experimentos bioldgicos. Os recursos fundamentais da bioinformatica sio os
programas de computadores e os bancos de dados disponiveis na internet, acio fundamental para a analise
de sequéncias de DNA e proteinas. Esta ferramenta é capaz de promover o aumento da velocidade na
analise de sequéncias de DNAs de diferentes fontes, na compara¢ao de variabilidades e na previsio de
resultados de analises.

A bioinformatica esta sendo utilizada em diversas areas como, a construciao de banco de dados ¢
a minera¢ao de dados com o propdsito de tratar esses dados biolégicos brutos. A bioinformatica se
estabeleceu como uma nova area do conhecimento, gracas a progressiva necessidade de desenvolver
programas computacionais que permitam identificar sequéncias de genes, predizer a configuragao
tridimensional de proteinas, distinguir inibidores de enzimas, organizar e relacionar informacao bioldgica,
classificar proteinas homologas, determinar arvores filogenéticas, analisar experimentos de expressao
génica, design de drogas entre outras.

Anteriormente ao surgimento da bioinformatica, o sequenciamento de DNA era realizado
manualmente, demandando dos sequenciadores muito tempo de trabalho. Além disso, com o tempo,
houve um aumento na quantidade de dados, surgindo assim, a necessidade de manter esses dados
acessiveis e organizados. Nessa circunstancia, a bioinformatica foi desenvolvida para atender, num curto
espaco de tempo, essa necessidade.

O presente trabalho teve como objetivo contextualizar o uso de algoritmos matematicos pela
bioinformatica, explicitando seus conceitos e avangos nas pesquisas dos autores envolvidos, abordando

também a importancia destes para a sadde.
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Capitulo IV

O metatranscriptoma em alimentos: o impacto estatistico
da expressdo génica do microbioma na satide humana
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INTRODUCAO

O estudo da ecologia microbiana dos alimentos ¢ relevante para a industria biotecnoldgica, pois é
a base nao apenas para o desenvolvimento de processos de fermentagdes, mas também para a
compreensao das interagdes microbianas que conduzem a um processo de qualidade superior. A relagao
entre os alimentos e seu microbioma ¢ fundamental para sua qualidade e seguranga. Comunidades
microbianas benéficas podem ser responsaveis por caracteristicas reoldgicas e organolépticas dos
alimentos fermentados. No entanto, microrganismos indesejaveis também podem estar presentes e seu
crescimento pode afetar a qualidade dos alimentos, levando a deterioragao ou outros problemas de
seguranca alimentar, impactando a saude do consumidor. Tradicionalmente, a identificacio da
microbiologia nos alimentos depende de técnicas baseadas no cultivo dos microrganismos. No entanto,

além de sua baixa sensibilidade, essas técnicas podem exigir fatores e condi¢oes de crescimento
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desconhecidos presentes em habitats naturais, mas que nao sao faceis de reproduzir em meios de cultura
laboratoriais. Tais limitagdes podem levar a uma subestimacao da diversidade microbiana (Du et al., 2020).

Nas ultimas décadas, houve avangos significativos nas tecnologias de sequenciamento que
transformaram a condugdo de experimentos biologicos, particularmente em estudos de comunidades
microbianas complexas. Técnicas independentes de cultivo ajudaram a mudar a maneira de estudar a
ecologia microbiana dos alimentos, levando a considerar as populacées microbianas como consoércios
(Kim et al., 2020). A evolugio adicional foi estimulada pelo advento das tecnologias de sequenciamento
de alto rendimento (HTS) que, em meados dos anos 2000, se tornaram onipresentes nos estudos de
ecologia microbiana. O uso da HTS implica na maior sensibilidade em compara¢do com os métodos
tradicionais independentes de cultivo, além de ser um método quantitativo preciso.

A maior parte do HTS se concentrou no sequenciamento de DNA de comunidades inteiras,
usando abordagens direcionadas, como sequenciamento de PCR-amplicon do gene 16S rRNA (ou outros
genes marcadores) ou sequenciamento shofgun de todo o DNA disponivel na amostra (metagenoma).
Pesquisadores quantificaram a expressao génica com o uso de RNAs por muito tempo, através de
abordagens direcionadas, como RTqPCR. Ainda, antes do advento do sequenciamento de alto
rendimento, as tecnologias de microarray também eram amplamente utilizadas para medir os niveis de
expressao de transcritos conhecidos de organismos ou mesmo comunidades microbianas (Pangallo et al.,
2019). Pelas diversas aplicagdes das tecnologias de Sequenciamento de nova gera¢ao (NGS) do RNA,
agora é possivel nao apenas medir alvos de transcricio conhecidos, mas também descobrir transcritos e
variantes de transcri¢do desconhecidas anteriormente através do metatranscriptoma.

Num curto espaco de tempo desde que foi introduzido pela primeira vez no inicio dos anos 2000,
o nimero de projetos de metatranscriptomica aumentou significativamente. Em termos de aplicagdes, a
técnica tem sido usada para caracterizar microrganismos ativos em uma comunidade (Dugat-Bony et al.,
2019), descobrir novas interagdes microbianas (Ali et al., 2019), detectar RNA antisenso regulatério (Yi et
al., 2019) e rastrear a expressao de genes, bem como determinar a relacdo entre virus e seu hospedeiro
(Huang et al., 2017). Apesar das diversas vantagens em se utilizar esse método, algumas desvantagens sio
observadas na maioria dos métodos metatranscriptomicos. O projeto experimental ¢ critico, a coleta de
amostras ¢ destrutiva, e é necessario material suficiente para o sequenciamento (ou experimentos
robustos). Além disso, a metatranscriptdmica nem sempre ¢ capaz de capturar todo o metatranscriptoma
devido em parte a complexidade (alta diversidade e propor¢oes relativas de membros) de algumas
comunidades microbianas, a grande faixa dinamica de expressao da transcri¢ao, a curta meia-vida do RNA
e varias limita¢Oes especificas da tecnologia. No entanto, o conhecimento da expressio de microrganismos

presentes nos alimentos tem impacto direto na saide humana, uma vez que tais organismos produzem
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metabolitos, benéficos ou nao, podendo ainda habitar o trato gastrointestinal de forma permanente
(adesao ao lumen) ou transitéria (Mataragas, 2020).
Nesta revisao relatamos o estado da arte em metatranscriptomica, discutindo todos os estudos em

alimentos disponiveis até entdo, e seus impactos na saide humana.

REVISAO DE LITERATURA
Aplicagdo de metatranscriptémica em produtos fermentados

A metatranscriptomica tem sido aplicada a varios tipos diferentes de amostras, como ambientes
aquaticos, ambientes terrestres, microrganismos humanos, interacOes adicionais entre animais e
microrganismos, interagées planta-microrganismo (Pangallo et al, 2019). Nesta se¢do, relatamos a
metatranscriptomica na microbiologia de alimentos e seu impacto na saide humana.

Mesmo sendo uma tecnologia nova, hoje existem 1.357 resultados para a pesquisa usando o termo
“metatranscriptome’ no site de buscas NCBI PUB MED. Apesar disto, existem apenas 36 resultados para

pesquisa deste termo relacionado a alimentos.

A metatranscriptoma aplicado a carne

A carne é considerada um excelente meio de cultura para os microrganismos devido a sua
composicao nutricional ideal para o crescimento de bactérias deteriorantes e organismos patogénicos (Holl
et al., 2020). A avaliagdo do microbioma dos alimentos é um dos parametros mais importantes para se
determinar a qualidade e a sanidade dos alimentos. Quando o crescimento microbiano nao ¢ controlado
adequadamente, pode favorecer microrganismos contaminantes e potencialmente patogénicos, originarios
do proéprio animal ou de fontes externas durante sua manipulagdo, armazenamento e transporte, causando
prejuizos a saude do consumidor (Duan et al., 2010).

Holl e colaboradores (2019) de forma pioneira, compararam a microbiota do peito de frango sem
pele por metatranscriptoma em diferentes atmosferas contendo CO2/02 (30/70%) e CO2/N2 (30/70%),
sendo encontradas grandes quantidades de transcritos mapeados para Photobacterium spp. que eram
alterados dependendo da atmosfera. Em contrapartida, com o metagenoma se manteve estavel. Em
trabalho subsequente, observaram distintas rotas metabolicas expressas # situ potr Brochothrix thermosphacta
e Camobacterium spp. quando comparada a microbiota da carne de aves capoeiras por analise
metatranscriptomica nas diferentes atmosferas (Ho6ll et al., 2020).

Duan e colaboradores (2016) investigaram o estagio de formacao de sabor durante a fermentacao
do molho de camario. Os autores verificaram que o género Tetragenococcns dominou (95,1%) a amostra

analisada, sendo a espécie Tetragenococcus halophilus identificada como responsavel por 520 dos 588
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transcritos anotados no banco de dados NR. A ativacao do ciclo do citrato e fosforilacao oxidativa,
juntamente com a auséncia de expressao génica da lactato desidrogenase, em T. halophilus sugere que

provavelmente este sofreu metabolismo aerébico durante a fermenta¢ao do molho de camarao.

Metatranscriptoma aplicado a bebidas fermentadas no leite

Os produtos lacteos fermentados estao ha muito tempo associados a capacidade de conferir
beneficios a saide daqueles que os consomem regularmente devido seu impacto positivo na microbiota
intestinal, o que contribui para a saude e longevidade (Metchnikoff, 1908). Os beneficios a saude humana
estdo associados a presenga de bactérias benéficas, chamadas atualmente de probidticos, que podem ser
encontradas em produtos lacteos como iogurte, queijos, koumiss e kefir, sio consumidos ha milhares de
anos (Du et al., 2020). Conhecer o ecossistema da fermentacao ¢ vital para entender quais microrganismos
e vias metabolicas sio mais impactantes na qualidade, sabor, consisténcia e potencial probidtico dos
produtos fermentados do leite.

McNulty e colaboradores (2011) verificaram que o impacto do consoércio de Bifidobacterium animalis
subsp. lactis, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, Lactococcus lactis subsp. cremoris e Streptococcus
thermophilus no leite fermentado era minimo quando analisada a composigao do metagenoma da microbiota
intestinal de camundongos. No entanto, observaram grandes mudangas quando analisaram o RNA-Seq,
indicando alteracGes significativas na expressao de enzimas codificadas pelo microbioma e envolvidas em
indmeras vias metabolicas, com destaque aquelas relacionadas ao metabolismo de carboidratos. Outro
estudo analisou a expressdao génica na producgao de biofilmes em camundongos, identificando a ordem
Lactobacillales como dos principais microrganismos habitantes dos biofilmes (62-82% das reads de tRNA),
seguidos por Clostridiales (8-31% de reads tfRNA). Com relagao as vias metabodlicas do biofilme da
microbiota, foram identificados transcritos em alta abundancia relacionados a produgao glicose, consumo
de maltose, degradacdo de peptideos e transporte de aminoacidos, indicando serem as principais vias
catabolicas e anabdlicas (Schwab et al., 2014).

Sugahara e colaboradores (2015) observaram através do metatranscriptoma que o probidtico
Bifidobacterinm longum é capaz de alterar o metabolismo intestinal do hospedeiro através de modificacao de
toda a comunidade microbiana intestinal, modulando vias metabdlicas especificas. Ja Asnicar e
colaboradores (2017) verificaram que a exposi¢ao precoce do bebé ao leite materno é importante na
transmissdo vertical e desenvolvimento final de um microbioma infantil saudavel, reforcando a ideia de
que o reservatorio microbiano materno é uma via chave de transmissao de microbiota.

A digestao da caseina e outras proteinas do leite sao um problema para algumas pessoas devido a
deficiéncia no metabolismo da lactose. Em estudo de 2018, Hugenholtz e colaboradores identificaram

bactérias probidticas que participam no catabolismo de proteinas nao digeriveis como pertencentes as
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tamilias Lachnospiraceae, Erysipelotrichaceae e Clostridiaceae, expressando ainda uma grande variedade de

metabolitos, sendo predominantes os acidos graxos de cadeia curta (AGCC) no intestino.

Metatranscriptoma aplicado ao queijo

Queijos talvez sejam o alimento mais famoso e difundido no mundo, ha evidéncias que restos de
queijo feito a partir de kefir que datam de 1980-1450 A.C. (Yang et al., 2014). Caracteristicas Gnicas da
regido de producido, como umidade, altitude, temperatura, e microrganismos iniciadores, bem como a
composicao do leite utilizado impactam diretamente na qualidade, sabor e propriedades probidticas dos
queijos produzidos. Conhecer quais vias metabdlicas e microrganismos estao relacionados a um queijo de
melhor qualidade pode levar a produtos de exceléncia e livres de patégenos contaminantes. Sendo assim,
pesquisas com metatranscriptoma sao de extrema importancia para o crescimento do conhecimento na

area (Tabela 1).

Tabela 1. Pesquisa e contribui¢iao para o estado da arte do metatranscriptoma aplicado ao queijo.

Pesquisa e contribui¢do para o estado da arte Autor

Através do metatranscriptoma de queijo industrial do tipo Camembert canadense, foi (Lessard et al,,
analisado o metabolismo envolvido na maturagao do queijo ao longo de 77 dias, que 2014ab)
tem como principais fungos o bolor Penzcillinm camemberti e a levedura Geotrichum
candidum. De acordo com a anotagao funcional realizada, os processos predominantes
durante o amadurecimento do Camembert incluem a expressao génica das categorias C
(metabolismo energético), G (metabolismo de carboidratos), E (metabolismo de
aminoacidos) e I (metabolismo de lipidios) no banco de dados exKaryotic Orthologous
Groups (KOG), que parecem participar tanto no metabolismo do bolor quanto da
levedura. Além de serem os mais expressos, também podem ser considerados os mais
relevantes em termos de propriedades sensoriais. Os dados de expressio relativa
mostraram que essas fun¢des ocorreram principalmente nas primeiras duas semanas do
amadurecimento, sendo o periodo mais delicado. Foi observado ainda que o bolor, ao
final do periodo de maturagao, tem o aumento da expressio de 3-ketoacyl-coA thiolase,
apontando o aumento da expressio do gene como um bom marcador para matura¢ao
ideal do queijo. Foi observado a expressio de thioesterases, decaborxilases e redutases
que sao responsaveis pela producio de dlcoois, os quals sao importantes componentes
do aroma dos queijos tipo Cammembert. Posteriormente, novas analises de
metatranscriptomica revelaram mudangas funcionais no microbioma causadas pela
temperatura, que impactam a taxa de maturagao do queijo. O aumento na temperatura
de amadurecimento promoveu a expressao de genes relacionados a protedlise, lipolise e
catabolismo de aminoacidos/lipidios e aumentando significativamente a taxa de
maturagao do queijo.

Investigaram a atividade de microrganismos no queijo Reblochon por analise Monnet e
metatranscriptomica, observando perfis de expressio diferentes nos estagios de colaboradores
fermentagao dos queijos. (2010)
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Usando dados de metatranscriptomica da comunidade microbiana durante o (Duruetal,
amadurecimento do queijo Maasdam do tipo suico mostraram que, com exce¢dao de 2018)
Lactococens lactis, o metabolismo central da microbiota foi desregulado durante o
amadurecimento em camara fria, sugerindo que menos compostos aromatizantes, como

acetoina e propionato foram produzidos. Em contraste, genes de L. /actis relacionados

ao metabolismo central, incluindo a biossintese de vitaminas e a fermentaciao

homolatica, foram reguladas durante o amadurecimento na sala fria.

Com base nos dados metatranscriptomicos durante o amadurecimento do queijo (Mataragas,
Maasdam do tipo suico nas temperaturas entre 20°C e 5°C, foi demonstrado que 2020)
Lactococens Jactis subsp. lactis realiza fermentag¢ao acida mista, produzindo lactato,

formato, acetato, etanol e 23-butanodiol. A fermentacio acida mista foi mais
pronunciada em altas temperaturas de maturacio. Em baixas temperaturas de

maturagao, os genes envolvidos na fermentagao acida mista foram reprimidos enquanto

a producao de lactato nao foi afetada, semelhante a uma fermentagao homolatica.

Observaram a atividade transcricional de genes relacionados a protedlise bacteriana do  (Pangallo et
acido latico durante maturacao de queijo, com énfase em quatro genes (pr#P, pep X, pepN  al., 2019)

e beal) responsaveis pela producio de compostos volateis aroma-ativos a partir de

proteinas do leite por bactérias acido laticas (BALs). O género Lactococcus. foi o principal

género do grupo das BALs associado a essa atividade metabdlica, no entanto os

resultados também forneceram informacSes sobre o papel e as propriedades dos

membros do género Lactobacillus, como L. rambamusus, L. helveticus, L. pentosus, L. curvatus,

L. parabuchneri, L. plantarum, L. brevis, 1. delbrueckii, 1. paracasei, L. fermentum e L.
hetlongjiangensis, cujos os genes relacionados a protedlise estavam ativos durante o
amadurecimento do queijo.

Observaram o efeito da substitui¢do parcial de cloreto de sédio por cloreto de potassio (Dugat-Bony
nas caracteristicas dos microrganismos, bioquimicas e sensoriais de queijos semiduros e €t al,, 2019)
macios.

Metatranscriptoma aplicado a bebidas fermentadas

O cha Oolong é uma bebida parcialmente fermentada tradicionalmente produzida em Taiwan.
Muitos estudos demonstraram os beneficios do cha Oolong na inibi¢ao da obesidade, na reducgio da
deposicao da placa dentaria, no antagonismo das respostas imunes alérgicas e no alivio dos efeitos do
envelhecimento (Huang et al., 2017). Peptideos antimicrobianos (AMPs), geralmente contendo de 12 a
100 aminoacidos sio componentes cruciais do sistema imunolégico inato e podem proteger o hospedeiro
de varias bactérias e virus patogénicos. Para compreender a relagao entre quatro chas Oolong de Taiwan,
suas comunidades bacterianas e seu possivel efeito protetor, foi criado um pzpe/ine em bioinformatica para
identificar os AMPs e seus tipos funcionais baseados em analises de metagenomica e metatranscriptomica.
Os resultados da analise revelaram que o cha Oriental Beauty exibia maior diversidade entre os chas, sendo
que os resultados das analises metatranscriptomicas ainda revelaram que as espécies de bactérias mais
ativas em todos os tipos de cha foram Escherichia coli, Bacillus subtilis, ¢ Chryseobacterinm sp. StRB126 (Huang
et al,, 2017).
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Metatranscriptoma aplicado a frutas e vegetais

A fermentacgao de alimentos, apesar de associada frequentemente com leite e carne, também ocorre
em outros alimentos como cereais, vegetais, frutas, chas, bebidas alcodlicas, entre outros. No entanto,
como no caso do leite e da carne, a avaliagdio dos microrganismos ¢ importante para se determinar a
qualidade do microbioma e a auséncia de patégenos (Weckx et al., 2010).

Saminathan e colaboradores (2018) usaram analise metagenoémica 16S e metatranscriptomica para
a investigacdo da atividade de bactérias na decomposicao de melancias vermelhas (P1459074, Congo e
SDRose) e cultivares amarelas (P1227202, P1435990 e JBush). Dados metagenomicos mostraram que as
proteobactérias eram abundantes em SDRose e PI227202, enquanto as cianobactérias eram mais
abundantes no Congo e PI4559074. No entanto, nos dados de metatranscriptoma o filo Proteobacteria
foi a mais expressa em todas cultivares.

Na fermentagao espontanea de trigo, a expressao génica de toda a comunidade microbiana durante
a atividade metabolica foi analisada, revelando que a ativacdo de diferentes vias metabdlicas chave, bem
como a capacidade de usar outros carboidratos além da glicose (por exemplo, amido e maltose) contribuiu
para geracdo redox de compostos de equilibrio e sabor gerado pelas LABs durante a fermentagao da massa
(Weckx et al., 2011).

Weckx e colaboradores (2010) compararam os resultados combinados dependente e
independentes de cultura com os dados do microarray revelando o papel funcional de Lactococcus lactis em
estagio inicial no ecossistema, e na dominancia de Pediococcus pentosacens na maioria das fermentaces, além

de L. plantarum e L. fermentum.

Metatranscriptoma aplicado ao kimchi

Kimchi sao condimentos fermentados tipicos da culinaria da Coreia, com base em hortalicas. Nam
e colaboradores (2009) analisaram sua fermentagao através de metatranscriptoma das BALs revelando que
as composicoes relativas das BALs principais permaneceram inalteradas (houve menos de 1,5% de
diferenca entre o valor maximo e minimo) em analise de metagenoma, No entanto, a analise de
metatranscriptoma revelou diferencgas significativas na expressio génica das principais BALs durante a
fermentacao (as composi¢oes relativas mudaram de 2,4% para 9,5%). Ainda foi relatado que
microrganismos menos abundantes (inferiores a 5% na analise metagendmica) tiveram expressao génica
relativamente alta na fermentacao do kimchi, reforcando a importancia do metatranscriptoma.

Em outro trabalho, Jung e colaboradores (2013) extrairam o mRNA total de amostras de kimchi
colhidas em cinco momentos durante uma fermentagao de 29 dias. Os mRNA foram mapeadas contra os
genomas das seis principais linhagens de BALs. Observaram que L. mesenteroides foi mais ativo durante o

estagio inicial fermentacao, enquanto a expressao génica por L. sakei e W. koreensis foram altos durante as
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fases posteriores. Entretanto, verificaram que a expressio génica por L. sakei diminui rapidamente durante
os 25 dias de fermentagao, possivelmente causada por infecgao bacteribfago de Lactobacillus spp.

Kim et al. (2014) identificaram com sucesso uma quantidade substancial de sequéncias de virus de
RNA de plantas em kimchi, colhidas em cinco momentos durante uma fermentagdao. Propuseram ainda
que dados de metatranscriptoma podem servir como um recurso valioso para a detecgao de RNA viral, e
uma triagem sistematica dos ingredientes pode ajudar a impedir o uso de materiais de baixa qualidade
infectados por virus para producio de alimentos.

Em 2017, Chun e colaboradores realizaram o primeiro estudo que se propos a investigar a
gendémica e caracteristicas metabolicas de L. wmesenteroides por meio de pan-gendémica e analises
metatranscriptomicas, a fim de fornecer informagdes sobre seu genoma, caracteristicas metabolicas e uma
melhor compreensio das fermentagdes kimchi por L. mesenteroides. Ja em 2018, Jeong e colaboradores
investigaram através de analise transcricional as caracteristicas fermentativas de W. koreensis do kimchi.
Identificaram que W. koreensis ¢ o principal responsavel pela fermentagao do kimchi com a produgao de
varios metabdlitos fermentativos durante a fermentagao tardia, sendo o primeiro estudo a investigar os
fatores genomicos e metabolicos caracteristicos de W. koreensis.

Em analise metatranscriptomica verificaram que a expressao de Lactobacillus sakei estavam
envolvidas no metabolismo dos carboidratos, que aumentou a medida que a fermentagio do kimchi
progredia, sugerindo que L. sake/ ¢ mais competitivo durante o estagio final da fermentagao. A via de
fermenta¢ao homolatica foi altamente expressa e foi constante durante a fermenta¢ao do kimchi, enquanto
a expressao da fermentacao da via heterolatica aumentou gradualmente a medida que a fermentagio
progrediu. L-lactato desidrogenase foi mais expressa que a d-lactato desidrogenase, sugerindo que L-

lactato é o principal lactato metabolizado por L. sake/ (Kim et al., 2020).

Metatranscriptoma aplicado a fermentagao alcodlica

Até o momento, os estudos sobre a comunidade microbiana de bebidas alcodlicas utilizando a
metatranscriptoma como metodologia se concentraram na produc¢ao de licor. Licor ¢ uma bebida alcodlica
doce, composta por alcool misturado com frutas, ervas, temperos, flores, sementes, raizes, cascas de
arvores, cremes e uma substancia doce que pode ser sacarose, mel ou glicose. Os licores ndo costumam
ser envelhecidos por muito tempo, mas podem ficar algum tempo descansando até que atinjam o sabor
ideal. O Jiang-flavor (JF) daqu é um iniciador de licor usado para a produgao de JF baijiu, um licor destilado
bem conhecido na China. Embora seja necessario um estagio de alta temperatura (70°C) para o qualificar,
pouco se sabe sobre sua comunidade microbiana ativa e enzimas funcionais, além de seu papel na geragao

de precursores de sabor para o aroma de JF baijiu (Ali et al., 2019).
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Em trabalho baseado em metatranscriptomica, foram identificados fungos como Aspergillus e
Penicillium como os membros microbianos mais ativos, e 230 enzimas ativas relacionadas a carboidratos
foram identificadas como potenciais enzimas sacarificantes a 70°C. Notavelmente, a maioria das enzimas
nas vias de carboidratos e energia identificadas apresentaram menores niveis de expressio a 70°C (JF)
quando comparada aquelas a 62°C (Nong-flavor), indicando menores capacidades de sacatificagio e
fermentacao em estagios de alta temperatura (Yi et al., 2019).

Efeito sinérgico foi observado na microbiota associada ao metabolismo do enxofre na fermentacao
espontanea de licor chinés. Analise metatranscriptomica nos dias 3 e 10 revelaram um total de 354
microorganismos metabolicamente ativos, sendo Saccharomyces e Lactobacillus identificados como essenciais
para a produgdo de enxofre com base nas abundancias dos transcritos dos principais genes e frequéncias
de distribuicdo de 31 enzimas envolvidas no metabolismo do enxofre (Liu et al., 2017). Song e
colaboradores (2019) identificaram que Schizosaccharomyces pombe pode reduzir o acido acético produzido
pot Bazjin Spontaneous presente na microbiota de fermentagao alcodlica. Também utilizando o licor chinés
como sistema modelo, Wu e colaboradores (2017) usaram analise de metatranscriptoma para investigar o
metabolismo da uréia na fermentacido espontanea, na qual identificaram Saccharomyces cerevisiae como
dominante na transcricdo de genes para biossintese e degrada¢ao de uréia. Em novo estudo, o género
Lactobacillus foi identificado como o principal produtor do sabor caracteristico no licor chinés, através do
perfil quantitativo de microbioma combinado com estatistica e analise multivariada (Du et al., 2020).

Huang et al. (2017), usaram o metatranscriptoma para explorar de forma abrangente os membros
ativos da comunidade microbiana e os principais transcritos com fungdes significativas no processo de
producao do iniciador de bebidas, sendo os fungos considerados os membros da comunidade mais
abundantes e ativos. Relataram que melhorias na qualidade do licor se devem as descobertas de
microrganismos que produzem novas enzimas ou produtos de alto valor agregado. Com base neste
trabalho de metatranscriptomica, um gene da endo-B-glucanase (NFEg76.4), que mostrou alto nivel de
expressao em NF. Neste se verificou que o gene NFEg76.A4 exerce importante papel na estimulagao e
aquisicao de mais enzimas da NF. A alta termoestabilidade do gene NFEg76.4 também pode fortalecer
suas aplicagdes potenciais na industria de alimentos (Ali et al., 2019). Yi et al. (2018) forneceram uma
maneira direta de extrair enzimas ativas de um fungo termoestavel em ambiente artificial, como o iniciador
de licor NF (sabor chinés Nong), sendo obtida a-amilase (gene NF.Amy13A4).

Com o objetivo de identificar microrganismos especificos relacionados a formagao de precursores
de carbamato de etila na fermentacio em estado sélido de licor de sabor Moutai, foi feito
metatranscriptoma que verificou que Lactobacillus spp. degradam competitivamente com leveduras a
arginina através da enzima arginina desiminase, sendo a maioria das espécies de Lactobacillus capaz de

degradar ureia. Tais resultados indicaram que o precursor da carbamato de etila (CE) nos niveis na
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fermentag¢ao no estado solido podem ser controlados usando acido latico bactérias e leveduras nio

convencionais (Du et al., 2018).

Metatranscriptoma aplicado a biosseguranga nos alimentos

Apesar da importancia na saide humana, apenas um trabalho tratou da analise metatranscriptomica
voltada a biosseguranca e da presenca e impacto de patégenos na fermentagdo de alimentos. Yang e
colaboradores (2020) abordam uma inédita estratégia de seqiéncia direta de RNAs seq, multiplex
RTqPCR, metatranscriptoma em Nanopore MinlON para Identificagao de patdgenos e vias metabolicas
nocivas a saude humana em alimentos e sugere seu uso para identificagdao rapida e precisa de patégenos e

seus metabdlitos nos alimentos.

CONSIDERACOES FINAIS

Nesta revisdao apresentamos estudos recentes que focaram no metatranscriptoma do microbioma
de alimentos. Esses estudos sao o ponto de partida para a identificagao de sinais metabdlicos criticos que
tém o potencial de impactar na saide humana. Esses estudos fornecem ainda uma visio sobre como as
comunidades microbianas se comportam, informag¢des que eram inimaginaveis ha apenas uma década.
Apesar de tudo exposto, o metatranscriptoma pode vir a nao representar necessariamente os produtos
metabolicos finais gerados pela comunidade microbiana, podendo alguns mecanismos poés traducionais
interferir no resultado final, mesmo que estes sejam raros em procariotos como as bactérias. Sugerimos
que o uso do metatranscriptoma integrado com melhorias na proteémica e metabolomica devem nos
permitir determinar a origem das proteinas e metabdlitos produzidos pelo microbioma em diferentes
condig¢des. Por fim, sugerimos que a associacao do metatranscriptoma do alimento, com o transcriptoma
humano para entender como o hospedeiro interage com o microbioma seja essencial para se ter um quadro
completo da saude e dos perfis de expressao do hospedeiro com os padrées do microbioma pode ser uma

das diregoes a seguir.
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