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RESUMO

Os probioticos sao microrganismos vivos que, quando administrados em quantidades adequadas,
conferem beneficios a saude do hospedeiro, com efeitos variados como a manutencdo da saude
intestinal, estimula¢do do sistema imunolédgico, equilibrio da microbiota e prevencao de infecgdes.
Entre os grupos mais estudados estdo as bactérias lacticas, ja o género Pediococcus, cuja espécie
Pediococcus acidilactici, se destaca como promissora, porém ainda pouco explorada do ponto de
vista genomico e funcional. Esta dissertacao teve como objetivo avaliar o potencial probidtico da
linhagem P. acidilactici Pal3, isolada de fezes de potro — Camacari (BA) — e gentilmente cedida
pelo Laboratorio de Microbiologia Aplicada e Saude Publica da Universidade Estadual de Feira de
Santana (UEFS), por meio de andlises gendmicas e in silico. A metodologia envolveu o
sequenciamento, montagem e anotagdo do genoma completo, bem como analises comparativas
com outras linhagens publicas da mesma espécie. Foram identificados genes associados a
adaptacdo ao trato gastrointestinal, producdo de metabolitos antimicrobianos e anti-inflamatorios,
presenca de bacteriocinas (como pediocinas), enzimas digestivas e rotas para biossintese de
metabolitos secundarios. Além disso, foram investigados genes de resisténcia a antibidticos e a
presenca de elementos genéticos que podem representar riscos a seguranca clinica da linhagem. O
presente estudo demonstrou, por meio de andlises gendmicas e comparativas in silico, que a
linhagem Pediococcus acidilactici Pal3 apresenta um repertério funcional robusto e compativel
com aplicagdes probidticas. A montagem gendmica de alta qualidade permitiu identificar um
conjunto diversificado de genes relacionados a adaptacdo intestinal producao de acidos organicos
e rotas de metabolizacdo de fibras e glicanos do hospedeiro que refor¢a sua capacidade de
adaptagdo ecoldgica em ambientes intestinais. A auséncia de genes de viruléncia classicos e a
identificacdo de genes de resisténcia antimicrobiana intrinseca e conservada sugerem um perfil de
seguranga genOmica aceitavel para aplicagdes clinicas, embora andlises funcionais adicionais
sejam recomendadas. A estrutura aberta do pangenoma de P. acidilactici observada neste trabalho
amplia as possibilidades de descoberta de novas linhagens com fungdes probioticas especificas.
Este estudo fornece uma base cientifica solida para pesquisas funcionais futuras e desenvolvimento
de formulagdes probidticas mais direcionadas, especialmente voltadas a prevengdo e ao tratamento
de doengas inflamatorias intestinais.

Palavras-chave: Pediococcus acidilactici; Probiogendmica; Gendmica comparativa; Resisténcia
antimicrobiana; Filogenomica bacteriana.



ABSTRACT

Probiotics are live microorganisms that, when administered in adequate quantities, confer health
benefits to the host, with varied effects such as maintaining intestinal health, stimulating the
immune system, balancing the microbiota, and preventing infections. Among the most studied
groups are lactic acid bacteria, especially the genus Pediococcus, with the species Pediococcus
acidilactici standing out as promising yet still underexplored from a genomic and functional
perspective. This dissertation aimed to evaluate the probiotic potential of the strain P. acidilactici
Pal3, isolated from horse feces in Camagari (BA), and kindly provided by the Laboratory of
Applied Microbiology and Public Health at the State University of Feira de Santana (UEFS),
through genomic and in silico analyses. The methodology involved sequencing, assembly, and
annotation of the complete genome, as well as comparative analyses with other publicly available
strains of the same species. Genes associated with adaptation to the gastrointestinal tract,
production of antimicrobial and anti-inflammatory metabolites, presence of bacteriocins (such as
pediocins), digestive enzymes, and pathways for secondary metabolite biosynthesis were
identified. Additionally, genes related to antibiotic resistance and the presence of genetic elements
potentially posing clinical safety risks were investigated. This study demonstrated, through
genomic and comparative in silico analyses, that the strain Pediococcus acidilactici Pal3 exhibits
a robust functional repertoire compatible with probiotic applications. High-quality genomic
assembly allowed the identification of a diverse set of genes related to intestinal adaptation, organic
acid production, and host fiber and glycan metabolism pathways, reinforcing its ecological
adaptation capacity in intestinal environments. The absence of classic virulence genes and the
identification of intrinsic, conserved antimicrobial resistance genes suggest an acceptable genomic
safety profile for clinical applications, although additional functional analyses are recommended.
The open structure of the P. acidilactici pangenome observed in this study enhances the discovery
possibilities of new strains with specific probiotic functions. This study provides a solid scientific
foundation for future functional research and the development of more targeted probiotic
formulations, especially aimed at preventing and treating inflammatory bowel diseases.

Keywords: Pediococcus acidilactici; Probiogenomics; Comparative genomics; Antimicrobial
resistance; Bacterial phylogenomics.
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1. INTRODUCAO
1.1 Microbiota Intestinal

Uma microbiota ¢ constituida por uma comunidade de microrganismos que vivem num
ambiente especifico, tal como solo, agua, superficie de plantas e superficies e cavidades de animais.
No homem, a microbiota humana com maior densidade celular microbiana é a microbiota intestinal
(D’Argenio e Salvatore, 2015). O Trato gastrointestinal (TGI) contém com mais de 2000 espécies
de bactérias diferentes que em conjunto apresentam em torno de 5 milhdes de genes (Lupp et al.,
2007; D’ Argenio e Salvatore, 2015). A maior parte desta microbiota encontra-se essencialmente
no coélon onde desempenha uma diversidade de fungdes interferindo na nossa fisiologia e
participando em fungdes vitais cono contribui¢do nutricional, imunomodulagdo, resisténcia a
colonizacdo e na fisiologia do hospedeiro (Capuco et al., 2020). No entanto, uma microbiota
saudavel e benéfica requer um equilibrio homeostatico entre todas as espécies microbianas e o seu

hospedeiro (Reddel et al., 2019).

Entre as fungdes essenciais destaca-se a protecdo contra a colonizacdo por patdgenos
através da competicao por espacgo, nutrientes e receptores do hospedeiro (Pickard et al., 2017). A
microbiota também desempenha um papel vital na modulacdo do sistema imunoldgico. Os
microrganismos benéficos presentes no intestino estimulam a produ¢do de imunoglobulinas,
citocinas e células dendriticas, além de equilibrar a resposta imunologica entre os linfocitos Thl,
Th2 e Th17. Esta modulagdo ¢ crucial para a prevengao de doengas autoimunes e alérgicas, além

de fortalecer a resposta imunoldgica contra patégenos (Bermudez-Brito ef al., 2012).

A microbiota também tem um papel essencial no metabolismo de nutrientes e vitaminas.
Algumas linhagens intestinais sintetizam vitaminas do complexo B e K, que sdo indispensaveis
para diversas funcdes metabolicas do corpo. Além disso, essas bactérias ajudam na digestao de
compostos, tais como fibras de origem vegetal como os fructanos, o que ¢ particularmente benéfico
para fungdes troficas do hospedeiro (Holzapfel & Schillinger, 2002). A microbiota contribui para
a reducdo da inflamacdo intestinal ao suprimir a produgdo de citocinas pro-inflamatorias e

aumentar a producdo de citocinas anti-inflamatorias.

A disbiose, caracteriza-se pelo desequilibrio na composicao da microbiota intestinal, e tem

sido associada ao surgimento de diversas doengas cronicas, especialmente as de natureza
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inflamatodria, como a doenga de Crohn ¢ a retocolite ulcerativa (Ouwehand, Salminen & Isolauri,
2002). Atualmente vem sendo desenvolvidas diferentes estratégias que modulam e direcionam o
desenvolvimento de uma microbiota intestinal saudavel (Kundu et al., 2017). A comunidade
cientifica tem dedicado esfor¢os consideraveis no desenvolvimento de tratamentos baseados no
uso de probidticos, prebidticos, transplante de microbiota fecal e outras intervengdes dietéticas,
com o objetivo de restabelecer a composicao saudavel da microbiota e, assim, reduzir a inflamacao
e melhorar a satde geral do hospedeiro (Leung et al., 2016; Lloyd-Price et al., 2016; Peterson et
al., 2020; Zhang & Li, 2014).

1.2 Probidticos

Os probioticos sdo microrganismos vivos que, quando administrados em quantidades
adequadas, conferem beneficios a saide do hospedeiro (FAO/WHO, 2002; Hill et al., 2014). Eles
podem pertencer a diferentes grupos de bactérias, assim como também de leveduras. Esses
microrganismos benéficos sdo encontrados em alimentos fermentados, como iogurtes, kefir,
chucrute e kimchi, e alguns deles naturalmente fazem parte da microbiota intestinal humana ou de
outros animais. A eficacia dos probioticos pode variar dependendo da linhagem especifica
utilizada, pois cada linhagem tem componentes genéticos que promovem diferentes efeitos e
beneficios para a saiude (Jacobsen, 1999). As bactérias lacticas (BLs) s@o os principais
representantes dos probidticos atualmente. Sao microrganismos Gram-positivos, ndo esporulados,
anaerdbios facultativos ou que crescem em microaerofilia, cujo principal produto do metabolismo
fermentativo € o lactato. O grupo das BLs inclui espécies dos géneros Lactobacillus,
Lacticaseibacillus, Lactiplantibacillus, Enterococcus, Lactococcus, Pediococcus, Streptococcus e

Weissella (Wang et al., 2016).
1.3 Mecanismo de acao dos Probioticos

Dentre os efeitos provocados por esses microrganismos destacam-se a capacidade de
manutengao da homeostase intestinal (Shi et al., 2017), bem como o estimulo a imunidade inata e
adaptativa do hospedeiro (Kaci ef al., 2011; Gao et al., 2015). Neste contexto, podem atuar na
inibicdo a colonizagdo por patdogenos gastrointestinais, e reforcar as barreiras naturais do

hospedeiro, incluindo a microbiota intestinal (Blackwood et al., 2017). Também ¢ relatada a
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producdo de metabdlitos que auxiliam no tratamento e prevencao de inflamagdes gastrointestinais

e cancer colorretal (Oliveira et al., 2007).
1.3.1 Controle de patogenos

O entendimento dos mecanismos de agdo dos probidticos € crucial para apreciar seu papel na
promogdo da saude e prevengdo de doencas. Um dos principais mecanismos ¢ a modulacao da
microbiota intestinal. Os probidticos competem com patdgenos por nutrientes e locais de adesao
nas mucosas intestinais, promovendo um equilibrio saudavel da microbiota. Esta agdo competitiva
¢ essencial para manter a homeostase do ecossistema intestinal e prevenir a colonizagdo por

microrganismos prejudiciais (Holzapfel & Schillinger, 2002).

Nesse contexto, muitos probidticos produzem substincias antimicrobianas, como
bacteriocinas, acidos organicos e peroxido de hidrogénio, que inibem o crescimento de patdégenos.
Estas substincias criam um ambiente desfavoravel para microrganismos nocivos, ajudando a
proteger o hospedeiro contra infec¢des intestinais. Essa producdo de compostos antimicrobianos ¢
uma caracteristica importante que confere aos probidticos um papel protetor significativo no TGl

(Gareau, Sherman & Walker, 2010).
1.3.2 Fortalecimento da barreira epitelial

Um dos principais mecanismos pelos quais os probidticos exercem esse efeito € pela indugao
da producao de muco pelas células caliciformes. Este muco € composto por mucinas, como MUCI
e MUC?2, que formam uma camada protetora sobre a superficie das células epiteliais. Essa camada
de muco impede a aderéncia de patogenos e toxinas as células intestinais, protegendo a mucosa

intestinal contra infec¢des e danos (Furlan, 2010).

Além de estimular a produgdo de mucinas, os probidticos também influenciam a expressao
de proteinas envolvidas na formag¢do e manutencdo do citoesqueleto e das juncdes firmes (tight
junctions) das células epiteliais. As juncdes firmes sdo estruturas cruciais que mantém a integridade
da barreira intestinal, impedindo a passagem nao controlada de substincias e microrganismos do
lumen intestinal para a corrente sanguinea. Proteinas como zonulinas e ocludinas sdo componentes-

chave dessas jungdes, € os probidticos podem aumentar sua expressao, fortalecendo a barreira
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epitelial e prevenindo a permeabilidade intestinal aumentada, que esta associada a varias doengas

inflamatorias intestinais (Gareau, Sherman & Walker, 2010).

Os probioticos também estimulam a produ¢ao de defensinas pelas células de Paneth, que sdo
células especializadas localizadas nas criptas do intestino delgado. As defensinas sdao peptideos
antimicrobianos que desempenham um papel critico na defesa imunoldgica inata do intestino. Elas
possuem a capacidade de desestabilizar a membrana de uma ampla gama de patdgenos, incluindo
bactérias, fungos e virus, contribuindo significativamente para a protecdo contra infecc¢des
intestinais. A estimulacdo da produgdo de defensinas pelos probidticos refor¢a ainda mais a

capacidade do intestino de se defender contra invasores patogénicos (Sanders, 2008).
1.3.3 Elicitacao de respostas anti inflamatorias
1.3.3.1 Ativac¢ao do sistema imune inato

Os probioticos tém um papel fundamental na modulacdo das respostas imunes locais no
intestino, mediadas por componentes bacterianos conhecidos como Padrdoes Moleculares
Associados a Microrganismos (MAMPs) e metabolitos produzidos durante a fermentagdo, como
os acidos graxos de cadeia curta (AGCCs). Os MAMPs, que incluem lipopolissacarideos,
peptidoglicanos e flagelina, sdo reconhecidos pelos receptores do hospedeiro, como os Receptores
Toll-Like (TLRs) e os receptores NOD (Nucleotide-binding Oligomerization Domain). A interagdo
dos MAMPs com esses receptores € crucial para a ativacdo das respostas imunes inatas e a

manuten¢do da homeostase intestinal (Lebeer et al., 2010).

Os AGCCs, como butirato, acetato e propionato, normalmente sdo produzidos pela
fermentagdo de fibras dietéticas pela microbiota autdécne do intestino, porém este processo pode
ser intensificado pelo uso de probidticos. Esses metabdlicos exercem varios efeitos benéficos no
sistema imunologico intestinal. O butirato, por exemplo, ¢ uma fonte de energia essencial para as
células epiteliais do célon e desempenha um papel importante na manutencao da integridade da
barreira intestinal. Além disso, os AGCCs podem interagir com receptores acoplados a proteinas
G (GPRs), como GPR41 e GPR43, regulando respostas inflamatorias e protetoras no intestino (Koh
et al., 2016). A ativagdo de GPR43, por exemplo, pode promover a producao de citocinas anti-

inflamatérias e a inducao de células T reguladoras, que sdo essenciais para a modulacdo da
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inflamacao e a prevencao de doengas autoimunes. Além disso, os AGCCs sdo conhecidos por inibir
a via de sinalizag¢ao do fator nuclear kappa B (NF-KB), uma via central na resposta inflamatoria.
As citocinas pro-inflamatérias ativadas pela via NF-KB incluem IL-1f (interleucina-1 beta), IL-6
(interleucina-6), TNF-a (fator de necrose tumoral alfa), IL-12 (interleucina-12), e IL-23
(interleucina-23). A inibi¢ao da via NF-KB leva a redug¢do na producgdo dessas citocinas,
promovendo assim um ambiente intestinal mais equilibrado e menos inflamatoério (Vinolo et al.,

2011).

Os probiodticos também podem influenciar a ativagdo do inflamassoma, um complexo
proteico envolvido na resposta imune inata. A ativacao excessiva do inflamassoma esta associada
a inflamagdes cronicas e doengas autoimunes. Metabolitos bacterianos podem modular essa
ativacdo, promovendo a produ¢do de moléculas anti-inflamatorias e reduzindo a secre¢do de IL-
1B, uma citocina pro-inflamatoria chave. Esse efeito ¢ benéfico na manutencdo da homeostase

intestinal e na preven¢ao de inflamagdes excessivas (Macia et al., 2015).
1.3.3.2 Ativacao do sistema imune adaptativo

Os probiodticos desempenham um papel fundamental na modulagdo da resposta imune
adaptativa no intestino, especialmente na estimulagdo de citocinas com papéis chave na ativagao
de mecanismos anti-inflamatorios. Entre essas citocinas, a interleucina-10 (IL-10) se destaca por
sua capacidade de regular a inflamagdo e manter a homeostase imunolédgica. A IL-10 ¢ produzida
por diversas células do sistema imunologico, incluindo células T reguladoras (Tregs), macrofagos
e células dendriticas. Esta citocina exerce um efeito anti-inflamatério crucial, suprimindo a
producdo de citocinas pro-inflamatérias como a IL-1, IL-6 e TNF-q, além de inibir a ativacao de

células efetoras pro-inflamatoérias (Thl, Th2 e Th17) (Saraiva & O'Garra, 2010).

Além de suas fungdes anti-inflamatorias da resposta celular, a IL-10 também esta envolvida
na regulacdo da producdo e secrecdo de imunoglobulina A secretéria (sIgA) nas superficies
mucosas. A sIgA ¢ a principal imunoglobulina presente nas mucosas e desempenha um papel vital
na defesa contra patdgenos ao neutralizar toxinas e impedir a adesdo e invasdo de microrganismos
nas células epiteliais. A produgdo de sIgA ¢ estimulada por células B no tecido linfoide associado
a mucosa (MALT), e a presenga de IL-10 € essencial para a diferenciacdo dessas células B em

células plasmaticas produtoras de IgA (Mantis et al., 2011).
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Os probioticos também influenciam a resposta imune intestinal ao estimular a producao de
IL-10 pelas células dendriticas e Tregs. Essa interagdo promove um ambiente anti-inflamatdrio no
intestino, essencial para a preven¢do de doengas inflamatorias intestinais e outras condi¢des
autoimunes. Além disso, a IL-10 contribui para a manutencdo da tolerancia imunoldgica,
prevenindo respostas imunes exageradas que poderiam levar a danos teciduais (O'Mahony et al.,

2008).

Outro aspecto importante da modulacdo imunoldgica pelos probidticos € a inibigdo das
respostas efetoras pro-inflamatorias mediadas pelas células T helper (Th1, Th2 e Th17). As células
Thl sdo responsaveis pela producdo de citocinas como o interferon-gama (IFN-y), que ativa
macrofagos e promove a inflamagao. As células Th2 produzem citocinas como a IL-4, IL-5 e IL-
13, que estdo associadas a respostas alérgicas e a inflamagao eosinofilica. As células Th17, por sua
vez, produzem IL-17, uma citocina que recruta neutrofilos e estd envolvida em varias doengas
autoimunes. Os probidticos, ao promoverem a producdo de IL-10, ajudam a equilibrar essas

respostas efetoras, reduzindo a inflamagao e promovendo a satde intestinal (Scholz et al., 2011).
1.4 O género Pediococcus

Dentre as BLs, o uso do género Pediococcus como probiodtico tem sido menos estudado.
Contudo, o crescente interesse pela elucidagao de propriedades probidticas tém impulsionado mais
pesquisas envolvendo este grupo. As espécies mais comuns desse género e que podem ser
encontradas no TGI humano sdo P. acidilactici e P. pentosaceus (Papagianni & Anastasiadou,
2009). O género Pediococcus pertence a familia Lactobacillaceae, dentro da ordem Lactobacillales,
classe Bacilli e filo Firmicutes. Este género ¢ composto por bactérias Gram-positivas,
caracterizadas pela auséncia de esporos e pela sua forma cocoide (Garvie, 1986). O metabolismo
do Pediococcus ¢ predominantemente anaerobico facultativo, o que significa que pode realizar
metabolismo fermentativo na auséncia de oxigénio, mas também pode utilizar oxigénio quando
presente. A fermentacdo realizada por Pediococcus € heterolatica e os principais metabolitos finais
da fermentagdo incluem acido latico, acetato, alcool etilico e dioxido de carbono (Hammes &

Hertel, 2009).

O habitat natural de Pediococcus inclui uma ampla gama de ambientes, sendo encontrado

principalmente em plantas, produtos fermentados e no TGI de mamiferos. Espécies de Pediococcus
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sdo comumente isoladas de alimentos fermentados, como vegetais em conserva, laticinios, carnes
curadas e produtos de cereais. Este género desempenha um papel importante na fermentacao de
alimentos, contribuindo para a preservagao e desenvolvimento de sabores especificos (Di Cagno et

al., 2013).

Os nichos ecologicos de Pediococcus sao bastante diversos. No contexto da fermentagao de
alimentos, estas bactérias sdo importantes como culturas iniciadoras, ajudando a estabelecer um
ambiente microbioldgico estavel e suprimindo o crescimento de patdgenos € outros organismos
indesejaveis. Em produtos lacteos fermentados, como queijos e iogurtes, as espécies de
Pediococcus contribuem para o desenvolvimento de textura e sabor. Além disso, no ambiente
gastrointestinal, elas podem atuar como probidticos, promovendo a saude digestiva e a imunidade

do hospedeiro (Ouwehand et al., 2002).
1.5 Probiogenomica
1.5.1 O Papel da Probiogenomica

A probiogendmica € um campo emergente que combina principios da gendmica e da biologia
dos probidticos para estudar a diversidade genética, a fungdo e a interagdo desses microrganismos
com seus hospedeiros. Este campo multidisciplinar utiliza abordagens gendmicas,
transcriptomicas, protedmicas e metabolomicas para entender melhor os mecanismos de ag¢ao dos
probidticos, sua influéncia na satlde humana e animal, e seu potencial para aplicacdes terapéuticas.
A probiogenomica oferece insights valiosos sobre como o0s probidticos interagem com o
hospedeiro, colonizam o TGI e modulam a resposta imunoldgica (Ventura, Turroni & van

Sinderen, 2012).

A abordagem probiogenomica permite a andlise sistematica dos genomas dos probiodticos
para identificar genes envolvidos em fungdes especificas, como adesdo a células epiteliais,
metabolismo de nutrientes, producdo de metabolitos bioativos e resisténcia a condi¢des adversas.
Essa andlise gendmica revela informagdes importantes sobre a diversidade genética intraespecifica
e interespecifica dos probidticos, bem como sobre sua evolugdo e adaptacao a diferentes ambientes.

Além disso, a comparagdo entre genomas de linhagens probioticas permite a identificacao de
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marcadores genéticos associados a caracteristicas de interesse, como potencial probidtico e

seguranga (Ventura, Turroni & van Sinderen, 2012).

Esta abordagem também desempenha um papel na otimizacdo de formulagdes simbidticas
existentes. Ao identificar genes e vias metabolicas envolvidos em atividades probidticas desejaveis,
os cientistas podem projetar combinagdes de nutrientes e linhagens probidticas com caracteristicas
especificas, promovendo assim maior capacidade de adesdo, resisténcia ao acido gastrico e
producdo de metabolitos bioativos. Além disso, a andlise gendmica de probidticos permite a
detec¢do de genes de viruléncia e resisténcia a antibioticos, facilitando a selecdo de linhagens

seguras para uso em humanos e animais (Plaza-Diaz et al., 2019).
1.5.2 Estudos de gendomica com Pediococcus acidilactici

Existem poucos estudos in silico envolvendo o uso de abordagens gendmicas na espécie P.
acidilactici. Algumas linhagens tiveram suas propriedades de interesse farmacéutico e industrial
descobertas por meio de estudos in vitro, tais como resisténcia ao baixo pH, ao aquecimento,
tratamentos proteoliticos e producao de peptideos antimicrobianos, especialmente de bacteriocinas
ou, mais especificamente, de pediocinas (Papagianni e Anastasidou, 2009, Skariyachan et al.,
2019). Nieto-Lozano e colaboradores (2010) relataram forte atividade da pediocina de P.
acidilactici MCH14 contra Listeria monocitogenes e Clostridium perfrigens em carnes e salsichas.
Estudos avaliando a biopreservagao em alimentos por esta linhagem sao vastos, principalmente em
peixes e outros animais marinhos (Cosansu et al., 2010), vinhos (Diez et al., 2012) e derivados

lacteos (Skariyachan et al., 2019).

Quanto a sua aplicacdo clinica, esta espécie tem sido investigada em modelos animais no
controle de infec¢des por L. monocytogenes e tem demonstrado potencial como probidtico em
modelo de infeccdo vaginal (Borges et al., 2016). Um outro estudo também observou efeitos
protetores da linhagem P. acidilactici R0O37 no tratamento de encefalomielite autoimune ou através

da indugdo de células T produtoras de IL10, sendo um potencial terapéutico para a referida doenca

(Takata et al., 2011).

Em um estudo anterior do nosso grupo de pesquisa, Coelho-Rocha et al. (2020) isolaram e

analisaram as propriedades probioticas da cepa Pal3 de P. acidilactici. Essa cepa foi isolada de
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fezes de potro em Camacari (BA) e cedida pelo Laboratério de Microbiologia Aplicada e Saude
Publica da Universidade Estadual de Feira de Santana (UEFS). Entre os principais resultados, foi
observado que esta linhagem apresenta resisténcia a acidez e sais biliares, sugerindo estar bem
adaptada as condi¢des do TGI humano. Além disso foi notado a capacidade de inibir diversos
patogenos como Escherichia coli, Shigella sonnei, L. monocitogenes, Salmonella tiphymurium e

Enterococcus faecalis.

Entretanto, mesmo que estes resultados sugiram papéis importantes na homeostase intestinal,
muito pouco se sabe sobre os mecanismos de acao e bases moleculares de P. acidilactici Pal3. Nas
ultimas décadas, o advento de métodos de sequenciamento de alto rendimento e abordagens de
gendmica comparativa tem contribuido significativamente na busca por caracteristicas probioticas
especificas de cada linhagem, tais como identificagdo de genes codificadores de bacteriocinas,
adesinas, enzimas envolvidas na produgao de compostos metabolitos com efeito anti-inflamatorio

e vitaminas (Ventura, Turroni & van Sinderen, 2012).

Além disso, no estudo de Coelho-Rocha e colaboradores (2020) também demonstrou, em
ensaios de antibiograma, resisténcia a diversas classes de antibidticos, incluindo gentamicina,
estreptomicina e tetraciclina. Contudo, ndo se sabe se tais caracteristicas sdo intrinsecas ou
associadas a elementos transponiveis, plasmidios e fagos. A presenca e associagdo destes elementos
moveis com os genes de resisténcia precisa ser investigada para definir o grau de seguranga quanto
ao uso clinico, isto €, sua capacidade de gerar risco de aquisicao ou dissemina¢do de fatores de

resisténcia para outras bactérias da microbiota intestinal ou do ambiente.

Neste contexto, o presente projeto tem como proposta caracterizar o genoma de P. acidilactici
Pal3 através de métodos de gendmica comparativa na busca por compreender as bases moleculares
envolvidas na adaptacdo do microrganismo no trato gastrointestinal, em mecanismos protetores,

assim como também possiveis fatores de risco a saude do hospedeiro.

Este trabalho busca investigar os principais genes, vias € mecanismos moleculares em uma
nova linhagem isolada no Brasil da espécie P. acidilactici, que possam estar envolvidos com o seu
potencial probidtico e imunomodulador. A conclusdo deste estudo poderd fornecer dados de

maneira compreensiva através de abordagens 6micas para direcionar futuros estudos na pesquisa
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clinica, com o intuito de desenvolver terapias mais eficazes para o tratamento da inflamagao

intestinal.

Tabela 1: Comparativo de Abordagens em Estudos de Pediococcus acidilactici

Caracteristica

Estudos Anteriores (In Vitro)

Presente Estudo (I/n Silico)

Foco principal

Caracterizacdo de propriedades probidticas em
laboratorio (resisténcia, producdo de metabdlitos,

inibi¢do de patogenos).

Analise gendmica e comparativa para identificar os genes e

mecanismos moleculares por trds das propriedades

probidticas.

Ensaios de cultivo celular, antibiogramas, testes de

Andlise do genoma completo, montagem gendmica,

Metodologia resisténcia ao pH e sais biliares, co-culturas. anotacdo de genes, pangenoma e filogendmica comparativa
com outras 30 linhagens
Evidéncias funcionais da capacidade probidtica da | Revelagcdo da base gendmica dessas propriedades, com a
o cepa Pal3, como a degradagdo de mucina e a | identificagdo detalhada de genes de glicosil hidrolases
Contribui¢io L )
inibi¢do de patogenos. (GHs), sistemas de transporte de membrana (PTS) e rotas
metabolicas.
Resisténcia a  antibidticos observada em | Analise da seguranca genomica para distinguir resisténcia
Seguranca antibiograma, mas sem a base molecular de sua | intrinseca de genes transferiveis, avaliando genes de
origem. resisténcia e elementos moveis.
Nivel de Explorag¢do | Fenotipico e funcional. Gendmico, evolutivo e molecular.

2. OBJETIVO

2.1 Objetivo Geral

O objetivo deste trabalho ¢ avaliar o potencial probiotico de Pediococcus acidilactici Pal3,

através de estudo gendmico.

2.2 Objetivos especificos
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Montar e anotar o genoma completo de P. acidilactici Pal3.

Realizar anélises in silico no genoma de P. acidilactici Pal3 para predigao de produtos

génicos envolvidos na adaptagdo ao trato gastrointestinal.

Realizar andlises in silico no genoma de P. acidilactici Pal3 para predicdo de produtos
génicos e metabolitos envolvidos em mecanismos de protecdo antimicrobianos e anti-

inflamatorios.

Realizar andlises in silico no genoma de P. acidilactici Pal3 para detec¢do de genes de
resisténcia a antibidticos e elementos moveis como fatores de risco relacionados ao uso clinico da

linhagem.
3. METODOLOGIA
3.1 Linhagens bacterianas
3.1.1 Isolamento e condi¢cdes de cultivo

A amostra de cultura bacteriana da linhagem de P. acidilactici Pal3 foi isolada de fezes de
potro e gentilmente cedida pelo Laboratorio de Microbiologia Aplicada e Saude Publica da
Universidade Estadual de Feira de Santana (UEFS). A linhagem foi mantida estocada em meio
MRS (de Man, Ragosa & Sharpe) com glicerol 15% a -80°C. Para a ativacdo da cultura, foi
preparado um inoculo em caldo MRS (Difco™) incubado overnight em estufa bacterioldgica a
37°C. Quando necessario a cultura reativada foi semeada em placa de Petri com MRS (Difco™)
acrescido de 1,5% de agar bacteriologico (Difco™). A taxonomia da linhagem Pal3 foi
identificada por Coelho-Rocha (2020) pelo método de espectrometria de massa com fonte de

ionizagao e dessorcao a laser assistida por matriz e analise de tempo-de-voo (MALDI-TOF).
3.1.2 Genomas publicos

Para as andlises de gendmica comparativa os genomas de 30 linhagens da espécie P.
acidilactici foram obtidos do banco de dados GENBANK do repositorio publico NCBI acessado
no dia 06/11/2024. Foram avaliadas montagens gendmicas de genomas publicos de Pediococcus

ssp utilizando o CheckM. As métricas de qualidade incluiram a completude do genoma e o indice
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de contaminagdo. As linhagens com melhor desempenho foram identificadas com base em uma

completude de 100% e um indice de contaminacgdo inferior a 0,4.

Tabela 2: Linhagens de Pediococcus e seus respectivos codigos de acesso

Cédigo de acesso Linhagem* Ano Pais de origem Completude Contaminacio
(GENBANK) (%) (%)

CP033438.1 ATCC8042 2019 Coreia do Sul 99.98% 0.72%
CP096571.1 BB2-4M 2022 Coreia do Sul 99.99% 0.73%
CP018763.1 BCCl1 2016 China 100% 0.55%
CP048019.1 CACCs537 2020 Coreia do Sul 99.99% 0.82%
CP118923.1 CLPO3 2023 China 100% 0.36%
CP066046.1 FDAARGOS 1007 2020 | Estados Unidos 99.99% 0.55%
CP066066.1 FDAARGOS 1008 2020 | Estados Unidos 99.98% 0.72%
CP068106.1 FDAARGOS 1133 2021 | Estados Unidos 99.98% 0.32%
CP118436.1 GLP06 2023 China 100% 0.36%
CP061715.1 HNO9 2020 Tailandia 100% 0.61%
CP023654.1 JQIL-5 2019 China 99.98% 1.16%
CP126697.1 KFRI F1493 2023 Coreia do Sul 100% 0.95%
CP083725.1 MT25 2021 China 99.94% 0.33%
CP025471.1 PB22 2018 Coreia do Sul 99.99% 0.33%
CP080397.1 PMC202 2021 Coreia do Sul 99.99% 0.64%
CP050079.1 PMC48 2020 Coreia do Sul 99.98% 1.77%
CP053421.1 PMC65 2020 Coreia do Sul 99.99% 0.64%
CP021487.1 SRCM100313 2017 Coreia do Sul 99.99% 1.2%

CP021484.1 SRCM 100424 2017 Coreia do Sul 100% 0.35%
CP021529.1 SRCM101189 2017 Coreia do Sul 100% 0.37%
CP117486.1 SRCM102024 2023 Coreia do Sul 100% 0.36%
CP028247.1 SRCM102731 2020 Coreia do Sul 100% 0.5%

CP028249.1 SRCM102732 2020 Coreia do Sul 100% 0.32%
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CP035151.1 SRCM103367 2019 Coreia do Sul 99.9% 0.0%
CP035154.1 SRCM103387 2019 Coreia do Sul 99.99% 0.49%
CP035266.1 SRCM103444 2019 Coreia do Sul 99.99% 0.38%
CP103908.1 SRCM210477 2022 Coreia do Sul 99.96% 0.38%
CP015206.1 ZPAO017 2016 China 99.98% 0.58%
CP082111.1 ZY271 2021 China 99.17% 0.0%
CP067392.1 pll 2021 China 99.98% 0.29%
Pediococcus ATCC 33316 2017 Coreia do Sul 99.59% -
pentosaceus

*Todas as linhagens sdo Pediococcus acidilactici, exceto a P. pentosaceus, utilizada como
grupo externo

3.2 Sequenciamento, Montagem e Anotacio de P. acidilactici Pal3

A extragdo do DNA gendmico foi realizada seguindo as recomendag¢des do protocolo do kit
de purificagdo de DNA genomico Wizard (Promega). As amostras de DNA foram usadas para
preparar bibliotecas shotgun de genoma completo realizadas com o kit de preparagdo de amostra
de DNA Illumina TruSeq. Bibliotecas de DNA gendmico foram sequenciadas usando a plataforma
HiSeq 2500 (Illumina) com leituras de extremidades pareadas (2 x 150 pb) com um tamanho de

inserto de 450 pb.

A qualidade dos dados brutos de leitura foi avaliada utilizando as ferramentas FastQC
v0.11.9. A filtragem de leituras de baixa qualidade foi realizada através da ferramenta
Trimmomatic v 0.39. As montagens foram realizadas utilizando os softwares SPAdes v4.00,
SKESAvV2.4.0 e Unicycler v0.5.1. As montagens geradas foram avaliadas pela ferramenta Quast
v5.3.0 (Quality Assessment Tool for Genome Assemblies; Bankevich et al., 2012; Souvorov;
Agarwala; Lipman, 2018; Wick ef al., 2017) e CheckM2. O resultado dessa fase foi submetido a

plataformas de predi¢do génica Prokka (Seemann, 2014).
3.3 Analises de gendOmica comparativa

3.3.1 Classificacio taxonémica da linhagem Pal3
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A andlise de Identidade Nucleotidica Média (ANI) foi realizada para confirmar a espécie da
linhagem Pal3, utilizando a ferramenta JSpecies. A similaridade entre genomas foi investigada
através de alinhamento local entre locis génicos homologos, sendo considerado da mesma espécie
valores de ANI acima de 95%. O genoma da linhagem Pal3 foi comparado com o genoma de
referéncia da espécie, P. acidilactici SRCM100320. Como controle, foi utilizado um genoma da

espécie P. pentosaceus ATCC 33316.
3.3.2 Anadlises pangenomicas e evolutivas da espécie P. acidilactici

O pangenoma da espécie P. acidilactici foi estimado com base no nimero total de genes ndo
redundantes das 30 linhagens obtidas no NCBI e a linhagem Pal3 sequenciada neste trabalho. Foi
utilizada a ferramenta Roary v. 3.13.0 para construir a matriz de presenga e auséncia de genes. A
detecgdo dos genes foi realizada por BLASTp considerando 70% de identidade entre sequencias
de aminodcidos das diferentes linhagens. A curva do pangenoma (Heap law), foi estimada com
auxilio do Rstudio (pacotes: dplyr, tidyr, ggplot2, readr, minpack.Im, scales) com base na lei de

Heap que comtempla a seguinte formula:
P(n)=«x-n*

Onde, P(n) ¢ nimero total de genes no pangenoma apos adicionar n genomas; K € a constante

de escala e a, expoente de crescimento.

Com base no valor de a estimado, o pangenoma da espécie foi considerado aberto (. < 1) ou
fechado (a > 1). Adicionalmente, foi estimado o tamanho do genoma central e acessorio, também

sendo identificado os genes Unicos da linhagem Pal3.

Para se investigar aspectos de capacidade adaptativa, foi realizada uma inferéncia taxondmica
dos genes da espécie Pediococcus acidilactici estimando-se o LCA (ancestral comum mais recente)
para identificar a origem evolutiva de cada gene. A andlise foi realizada com apoio da ferramenta
Taxallnomy v1.7.1. O proteoma de referéncia da espécie (DSM 20284) foi obtido do repositdrio
do UniProt, contendo um total de 1.884 sequéncias de aminodcidos completas. Paralelo a isso,
todos os demais proteomas de referéncia de bactérias disponiveis nessa mesma divisao foram
igualmente recuperados, totalizando 9.329 organismos e aproximadamente 125.978.910

sequéncias de proteinas. Para anélises comparativas, foi construida uma base de dados com esses
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proteomas bacterianos utilizando a ferramenta DIAMOND (versdo 2.1.12), aplicando a
funcionalidade de codificacdo taxonOmica via flag --taxonmap, excluindo-se o proteoma de P.
acidilactici da formatagdo. O proteoma desta espécie (query) foi entdo alinhado contra a base em
uma busca do tipo BLASTp, com o parametro --top 10, que restringe os resultados as sequéncias
cujo score seja igual ou superior a 90% do melhor alinhamento (best hit). Para inferéncia
taxondmica, foi escolhida a op¢ao de saida -f 102, que retorna, para cada alinhamento, o LCA entre
os hits de cada consulta. Os resultados do alinhamento foram importados para um banco de dados

relacional local MariaDB.
3.4 Identificacio de mecanismos probioticos

Genes envolvidos no metabolismo de carboidrato da linhagem Pal3 foi investigado com
auxilio das ferramentas iLABdb (An Integrated Lactic Acid Bacteria Database) para reconstrugao
de vias metabolicas, incluindo enzimas envolvidas na degradagdo de polissacarideos de diferentes
origens. As familias das glicosideo hidrolases (GHs) foram identificadas com auxilio da ferramenta
CAZy (Carbohydrate-Active enZYmes Database) e a produ¢do de metabodlitos primarios e
secundérios como Acidos graxos de cadeia curta. Genes codificadores de bacteriocinas foram

preditos usando o software BAGEL4 (Van Heel et al., 2018) e o antiSMASH (BLIN ef al., 2023).
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Figura 1. Fluxograma da Analise Probiogendmica da Linhagem Pediococcus acidilactici Pal3.
Diagrama representando o fluxo de trabalho e as ferramentas utilizadas para a caracterizagdo
gendmica da linhagem.
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4. RESULTADOS

4.1 Analise de qualidade das montagens de P. acidilactici Pal3 e dados gerais de

anotacio

A andlise das montagens gendmicas com SPAdes, SKESA e Unicycler revelaram resultados
bastante semelhantes em varias métricas avaliadas. Ambas as ferramentas produziram um ntimero
comparavel de contigs, com SPAdes gerando 20 contigs ¢ SKESA gerando 19 contigs. O tamanho
total do comprimento das montagens foi ligeiramente maior no SPAdes (2.157.767 bp) em
comparagdo com SKESA (2.145.879 bp). Embora essa diferenca seja pequena, ela indica que a
montagem com SPAdes pode ter capturado um pouco mais de sequéncia gendmica ou preenchido
algumas lacunas em relacdo a montagem com SKESA. As métricas de N50 e L50 foram quase
idénticas para ambas as ferramentas, com SPAdes apresentando um N50 de 352.769 bp e um L50
de 3, enquanto SKESA teve um N50 de 352.816 bp e um L50 de 3. O conteudo GC foi também
muito préximo, com SPAdes apresentando 42,08% e SKESA apresentando 42,1%. Portanto, a
montagem selecionada para as andlises de probiogendomica deste trabalho foi a do SPAdes.
Segundo a anotacdo realizada na ferramenta Prokka, a linhagem Pal3 apresentou 2114 CDS, 55

tRNAs e 6 genes ribossomais.
4.2 Analise de qualidade dos genomas publicos

Entre as linhagens de P. acidilactici avaliadas, as que apresentaram melhor montagem em
termos de qualidade foram SRCM102732, SRCM100424 e CLPO03. Essas linhagens apresentaram
uma qualidade de 100% de completude. Além disso, os indices de contaminagdo foram
extremamente baixos, com valores de 0,32, 0,35 e 0,36, respectivamente. Entretanto, todos os 30
genomas apresentaram qualidade satisfatoria para prosseguir para as analises de gendmica

comparativa deste estudo (Tabela 2).
4.3 Analises taxonomicas de P. acidilactici Pal3

Os resultados da ANI entre a linhagem Pal3 e dois genomas de referéncia, Pediococcus
pentosaceus ATCC 33316 e Pediococcus acidilactici SRCM100320 podem ser visualizados na

tabela 3. Neste caso, a montagem selecionada para a linhagem Pal3 apresentou 98.52% de
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similaridade com Pediococcus acidilactici SRCM100320, enquanto a similaridade com

Pediococcus pentosaceus ATCC 33316 foi consideravelmente menor (74.23%).

Tabela 3 — Identidade média de nucleotideos da montagem gendémica.

Linhagens Similaridade com Linhagem Pal3 (%)
— ANI*
Pediococcus acidilactici SRCM100320 98.52
Pediococcus pentosaceus ATCC 33316 74.23

*O indice ANI compara a similaridade de nucleotideos entre os genomas, onde um valor acima de
95% indica uma forte correspondéncia gendmica.

A analise taxondmica baseada em LCA dos genes da espécie P. acidilactici ilustrada na figura
2, revelou que os tdxons mais frequentemente associados a origem evolutiva dos genes pertencem
majoritariamente a ordem Lactobacillales, com destaque para a familia Lactobacillaceae (> 400
genes), seguida de Lactobacillales, Bacilli e o filo Bacillota como esperado. Contudo Taxons
especificos, como Companilactobacillus farciminis e Liquorilactobacillus nagelii, também foram
detectados, além de outras espécies fermentativas como Enterococcus sp., Weissella koreensis e
Philodulcilactobacillus myokoensis contribuindo cada um com cerca de 10 a 30 genes, sugerindo

ocorréncia de transferéncia horizontal.
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Figura 2. Distribuicio da ancestralidade génica da espécie P. acidilactici. Os taxons estdo

organizados por contagem decrescente, com destaque para a familia Lactobacillaceae.
4.4 Analise do Pangenoma de Pediococcus acidilactici

O tamanho do pangenoma total estimado da espécie P. acidilactici foi de 4246 genes ndo
redundantes, o genoma central, 1216 e acessorio, 3030. A quantidade de genes exclusivos de cada
linhagem encontra-se na tabela 4.

Tabela 4 — Genes por Linhagem de Pediococcus acidilactici na Analise do Pangenoma.

Unique Genes
ATCC8042 0
BB2-4M 47
BCCl1 124
CACCS537 32
CLPO3 0
FDAARGOS 1007 18
FDAARGOS 1008 2
FDAARGOS 1133 1
GLPO06 0




HNO9 85
JQII-S 35
KFRI_F1493 15
MT25 68
PB22 0
PMC202 0
PMC48 26
PMC65 0
Pal3 77
SRCM100313 49
SRCM100424 0
SRCM101189 0
SRCM102024 00
SRCM102731 2
SRCM102732 9
SRCM103367 85
SRCM103387 14
SRCM103444 32
SRCM210477 86
ZPAO17 114
ZY271 19
pll 24
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A curva de crescimento do pangenoma de representa na figura 3, mostra um aumento
continuo no nimero de genes acumulados a medida que mais genomas sao adicionados a analise.
O valor de a = 0,227, obtido pelo modelo de Heap, indica que o pangenoma da espécie € do tipo

aberto.
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Curva de crescimento do Pangenoma de Pediococcus acidilactici

L
T 4,000 e
c /
[
£ / a=0227
J 3,500
o /
c
w
O P
T 3,000
=]
§
8 /
» 2,500 §
[0)
c
7]
O

2,000

0 5 10 15 20 25 30
Numero de genomas
Legenda = Curva ajustada (modelo de Heap) == Curva observada (média das permutac¢des)

Figura 3. Curva de crescimento do pangenoma de Pediococcus acidilactici baseada no modelo
de Heap. A curva de Heap demonstra o crescimento do nimero total de genes com a inclusdo
progressiva de novas linhagens, refletindo a estrutura aberta do pangenoma de P. acidilactici.

A andlise da matriz de presenca/auséncia génica representado pela figura 4, mostrou que a
Pal3 compartilha alta similaridade génica com SRCM100424 ¢ SRCM102024, formando um
subgrupo coeso. A linhagem KFRI F1493, embora proxima, aparece como um ramo lateral
anterior, sugerindo uma proximidade ancestral com a Pal3. Em relagdo aos genes exclusivos da
Pal3, 71 sdo proteinas hipotéticas, 2 genes de transposases € 2 enzimas de metabolismo de
carboidrato. Um alinhamento por BLASTp contra o banco de dados do UniProt revelou altos
indices de similaridade (>98,5%) contra genes homologos da espécie Liquorilactobacillus nagelii
e indices de similaridade (>98,3%) contra genes homologos da espécie Weissella

paramesenteroides
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Figura 4. Heatmap de presenca e auséncia génica das linhagens de Pediococcus acidilactici,

E—

com arvore filogenética a esquerda. Representagdo do pangenoma de P. acidilactici a partir da
matriz bindria de presenca/auséncia de genes entre as linhagens, associada a uma arvore filogenética.
A variagdo génica ¢ visualizada por blocos em azul (presente) e branco (ausente), revelando o core
¢ 0 genoma acessorio da espécie.

4.5 Anotaciio génica e ontologia

O alinhamento do genoma da PA13 contra base de dados do KEGG revelou que a categoria
com o maior nimero de genes (363) corresponde as Familias de proteinas envolvidas em
processamento de informagdo genética, enquanto a segunda maior (300) estd relacionada as
Familias de proteinas do metabolismo. A analise também destaca categorias como Metabolismo
de carboidratos (196 genes), Metabolismo de membrana (132 genes), e Transporte de membrana
(100 genes). As categorias com menor numero de genes incluem Metabolismo de nucleotideos (72

genes) e Metabolismo de cofatores e vitaminas (66 genes).

Gene quantity distribution in 2nd level i i )

Number of genes in this category
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Figura S. Distribuicdo de genes preditos no segundo nivel de categoria funcional pelo KEGG.
O grafico de barras representa a quantidade de genes classificados em diferentes categorias
funcionais no segundo nivel de categorizacdo de uma anotacao realizada utilizando-se o banco de
dados de genes ortdlogos do KEGG.

A categoria mais abundante neste nivel ¢ a de Transportadores (197 genes), que
desempenham um papel vital no movimento de substancias através de membranas celulares. Outras
categorias importantes incluem Reparo de DNA e proteinas de recombinagao (70 genes), Enzimas
com numeros EC (63 genes), Biogénese de tRNA (54 genes), Ribossomo (54 genes), e

Metabolismo de purinas (52 genes). A categoria Funcdo desconhecida aparece com 49 genes,

sugerindo a existéncia de genes que ainda nao foram caracterizados funcionalmente.

2104 197 Gene quantity distribution in 3rd level i i M 1

Number of genes in this category

Figura 6. Distribuicdo da quantidade de genes no terceiro nivel. O grafico de barras representa

a quantidade de genes em categorias funcionais KEGG mais especificas (terceiro nivel)
A Figura 7 ilustra a distribuicao do nimero de genes por familia de glicosil hidrolases (GH).
A linhagem Pediococcus acidilactici Pal3 apresenta em seu genoma diversas GHs, notadamente
pertencentes as familias GH1, GH13 e GH32, cada uma com fung¢des especificas na degradagdo de
carboidratos complexos. Essas enzimas contribuem diretamente para a adaptagcdo da linhagem ao
trato gastrointestinal, promovendo a utiliza¢do de substratos dietéticos e prebiodticos, que sdo, em
grande parte, inacessiveis as enzimas digestivas do hospedeiro. Por exemplo, a inulinase (GH32)
hidrolisa a inulina, e as amilases (GH13) degradam o amido, além de facilitar a simbiose com a
microbiota intestinal. Por exemplo, ao quebrar polissacarideos como a inulina, as enzimas do
Pediococcus acidilactici Pal3 tornam esses nutrientes acessiveis para outras bactérias comensais,

que entdo podem produzir 4cidos graxos de cadeia curta essenciais para a saude do hospedeiro.
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Grafico de Barras de Hidrolases vs Numero de Genes
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Figura 7. Grafico de barras representando o nimero de genes associados a cada familia de
glicosil hidrolases (GH) identificadas no genoma de P. acidilactici Pal3. Analise da diversidade
¢ abundancia de genes codificantes de hidrolases envolvidas na degradagdo de polissacarideos
vegetais e glicanos do hospedeiro, com foco no potencial de adaptacdo intestinal da cepa. As cores
indicam as diferentes familias, conforme classificagdo CAZy (Carbohydrate-Active enZymes).

o
5

As principais rotas metabolicas de fermentagdo de carboidratos complexos até a formagao

de 4cidos organicos em bactérias intestinais estdo representadas na figura 8. A analise funcional do
genoma de Pediococcus acidilactici Pal3 demonstrou a presenga de vias que convergem para o
metabolismo do piruvato, com producdo de acetato, lactato e succinato. A conversdo de
monossacarideos derivados da hidrolise de polissacarideos dietéticos, como amido, celulose, e

frutanos, ¢ uma etapa central. A via C7, em particular, destaca a capacidade da linhagem em

metabolizar glicanos derivados do hospedeiro, especialmente mucinas.
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Figura 8. Fluxo Metabdlico de Degradacao de Polissacarideos e Formaciao de Metabdlitos. O
Diagrama representa o fluxo metabdlico desde a quebra inicial de polissacarideos até a producao de
compostos finais, incluindo acidos graxos de cadeia curta.

A anadlise do sistema de fosfotransferase bacteriano (PTS) revelou que P. acidilactici Pal3
possui diversos genes funcionalmente ativos envolvidos no transporte fosforilado de carboidratos,
marcados em verde na Figura 9. Foram identificados genes pertencentes a varias familias PTS, com
destaque para transportadores de glicose (ptsG, crr), B-glucosideos (bglF), frutose e manose
(frud/B, manY/Z), celobiose (celC, celD), galactitol (EII-Gal) e acido ascorbico (ulaA, ulaB, ulaC).
Também foram observados genes regulatdrios como ptsN, ptsO e ptsP, associados a integragdo

metabolica entre as vias de carbono e nitrogénio.
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Figura 9. Mapa do sistema de fosfotransferase bacteriano (PTS) em Pediococcus
acidilactici Pal3. Os genes marcados em verde representam os ortdlogos anotados no genoma da
linhagem, indicando os transportadores ativos para diferentes classes de carboidratos e suas
respectivas vias metabolicas.

4.6 Bacteriocinas
Genes codificadores de bacteriocinas foram preditos usando os softwares BAGEL4 e
antiSMASH. No entanto, ndo foram identificadas regides gendmicas associadas a producdo de

bacteriocinas em nenhuma das linhagens analisadas. Portanto, o foco passa a ser a avaliacdao de

outros marcadores de seguranca, como a resisténcia aos antimicrobianos.

5. DISCUSSAO

Em sintonia com a literatura que tem explorado o género Pediococcus de forma ainda
incipiente, este estudo se destaca por fornecer uma caracterizagdo genOmica e funcional
aprofundada, que diferentemente dos estudos anteriores, realizamos uma analise pangenomica e
filogendmica comparativa robusta. Isso nos permitiu investigar as bases moleculares de sua

adaptacdo e seguranca, um aspecto que era uma lacuna de conhecimento na pesquisa com a cepa
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Pal3. Nesse sentido, a originalidade reside ndo apenas na nova linhagem, mas na abordagem

probiogendmica que permitiu associar diretamente as caracteristicas funcionais observadas in vitro.

A avaliacdo da montagem gendémica de Pediococcus acidilactici Pal3 com os algoritmos
SPAdes, SKESA ¢ Unicycler demonstrou consisténcia entre os métodos, com destaque para
SPAdes, que apresentou um leve ganho em extensdo total do genoma e métricas de N50
comparaveis as demais ferramentas. A escolha de SPAdes como montagem final baseia-se nao
apenas na maior cobertura de sequéncia (2.157.767 bp), mas também em sua ampla aceitagdo na
comunidade cientifica para montagem de genomas bacterianos, sendo especialmente eficaz para
genomas de pequeno porte com estrutura circular. A baixa fragmentacdo (apenas 20 contigs),
combinada com um GC de 42,08% (A porcentagem de GC esperada para a espécie Pediococcus
acidilactici Pa geralmente varia entre 37% e 43%) e distribuicdo equilibrada dos tamanhos dos
contigs, confirma que a montagem ¢ de alta qualidade e adequada para andlises como anotacdo e
comparagdo gendmica. A analise de qualidade dos genomas publicos de P. acidilactici obtidos do
GenBank permitiu selecionar 30 genomas com critérios rigorosos de completude e contaminagao.
Todas as linhagens mostraram indices satisfatorios de completude e contaminagdo apresentando
alta qualidade para andlises comparativas. Esses dados confirmam a confiabilidade dos genomas
utilizados, pois completude acima de 95% e contaminagdo abaixo de 5% sdo os parametros
minimos recomendados para garantir robustez na inferéncia filogenética e pangenomica. O fato de
varias linhagens atenderem a esses critérios, especialmente de origens diversas como Coreia do
Sul, China e Estados Unidos, fortalece a abrangéncia e a diversidade das analises comparativas

realizadas neste estudo (Coelho-Rocha, 2020; Arndt et al., 2016).

A anadlise de identidade média de nucleotideos (ANI) corroborou a classificagdo taxonomica
da linhagem Pal3 realizada por MALDI-TOF por Coelho-Rocha (2020). Este resultado valida a
montagem gendmica utilizada e confirma que as analises funcionais subsequentes, como busca por
genes de interesse probiodtico, foram conduzidas sobre uma sequéncia gendmica corretamente
identificada. Ressalta-se que a determinagdo precisa da identidade gendmica por ANI ¢ um dos
critérios adotados pela ANVISA para a regularizagao da comercializagao de linhagens probidticas

no Brasil, refor¢ando a importancia deste tipo de validagdo taxondmica.

A alta representatividade da familia Lactobacillaceae e da ordem Lactobacillales na anélise

LCA ¢ esperada uma vez que a propria Pal3 estd inserida em tais grupos taxondmicos (VIEIRA et
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al., 2023). Por outro lado, a analise pode sugerir que Pediococcus acidilactici Pal3 esté inserida
em um ecossistema tipicamente dominado por bactérias acido-laticas, muitas das quais
compartilham nichos funcionais semelhantes. Isso ¢ compativel com os dados genomicos ja
discutidos nesta dissertagdo, que apontam para um perfil altamente adaptado da Pal3 a fermentagao
de carboidratos complexos, presenga de sistemas PTS, glicosil hidrolases variadas (GH1, GH13,
GH32) e producdo de acidos organicos como lactato e acetato (WANG et al., 2019). Neste
contexto, a associagdo dos genes de P. acidilactici Pal3 com outros taxons fermentativos como
Companilactobacillus farciminis, Liquorilactobacillus nagelii e Ligilactobacillus ubonensis
sugere que a linhagem coexiste com outras bactérias capazes de degradar substratos complexos do
hospedeiro, como mucinas, amido resistente e¢ fibras prebidticas. Isso complementa os dados
funcionais levantados nas analises metabolicas, que indicaram um perfil metabdlico diverso e
voltado a simbiose intestinal, inclusive por meio da via C7 de utilizacao de glicanos do hospedeiro
(ZUNIGA et al., 2018). Além disso, a presenga de Enterococcus e Weissella no ambiente pode
representar tanto interagcdes cooperativas como competitivas, especialmente no uso de substratos
limitados (MA et al., 2022). No entanto, o posicionamento filogenético e o repertério funcional da
Pal3 podem sugerir vantagens competitivas expressas em sua elevada capacidade de transporte,
uso eficiente de agucares, baixa presenca de genes de resisténcia antimicrobiana e perfil de

seguranca respaldado pela auséncia de fatores classicos de viruléncia.

A andlise do pangenoma de P. acidilactici revela uma estrutura aberta (a = 0,227), o que
significa que novos genes podem ser descobertos a medida que novas linhagens sao incorporadas
a analise, revelando grande potencial de bioprospecgao de novas linhagens, visando ampliar a base
funcional disponivel para aplicagdes industriais e de saide humana. Linhagens diferentes podem
apresentar perfis funcionais especificos, desde producdo de bacteriocinas até tolerancia a acidos
biliares ou capacidade de metabolizagdo de substratos variados (RAJPUT et al., 2023). Isso
também reflete a plasticidade gendmica da espécie, que pode estar relacionada a fatores ecoldgicos,
pressdo seletiva de ambientes diversos e eventos de aquisicao génica horizontal, conforme sugerido
também pela presenca de centenas de genes com LCA em outras espécies de bactérias laticas. No
entanto, como fator limitante, apenas 31 genomas foram utilizados neste trabalho. Neste sentido,
apesar de fornecer achados relevantes sob os aspectos pangendmicos da espécie, recomenda-se que
estudos futuros investiguem esta espécie utilizando uma amostragem maior de isolados a fim de

representar melhor sua diversidade genética (LI ef al., 2021).
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O agrupamento associado a matriz de presenca/auséncia génica revela dados consistentes
entre linhagens com alta similaridade gendmica, conforme observado na andlise de ANIL. A
linhagem P. acidilactici Pal3 forma um clado com as linhagens SRCM 100424, SRCM101189 e
SRCM102024, sugerindo ndo apenas similaridade funcional, mas também um historico evolutivo
recente compartilhado. A linhagem KFRI F1493, por sua vez, aparece como um ramo proximo a
esse grupo, indicando alto grau de parentesco com a linhagem Pal3 e que ambas tiveram um
ancestral comum recente. Essa observagdo pode ser explorada em estudos filogendmicos para
rastrear a origem de genes de interesse probidtico ou industrial e sua distribuicao entre linhagens
contemporaneas. Inclusive a linhagem KFRI F1493 ¢ reconhecida por sua participacdo na
fermentagdo tradicional da soja na Coreia, resultando no produto conhecido como Meju, base para
diversos alimentos fermentados tipicos do pais, como doenjang e¢ ganjang. Tais alimentos sdo
produzidos por meio de processos naturais, nos quais bactérias acido-laticas como P. acidilactici
desempenham fungdes essenciais na degradacdo de aglicares e modulacdo do perfil sensorial e

funcional do alimento (Jung; Chae; Shin, 2022).

Diferentemente de outras linhagens utilizadas em fermentagdes proteicas ou lipidicas, a
linhagem KFRI F1493 apresenta um perfil enzimatico distinto, com baixa ou nenhuma atividade
para protease, lipase, esterase e amilase. No entanto, destaca-se pela elevada atividade de B-
galactosidase e B-glucosidase, enzimas de grande interesse biotecnologico. A [-galactosidase €
amplamente empregada na industria de alimentos para a hidrolise da lactose, possibilitando a
producdo de derivados lacteos para individuos com intolerancia, além de sua aplicag¢do na sintese
de galacto-oligossacarideos (GOS), reconhecidos por sua agao prebiotica (Alshanberi; Al-Shaeri;
Ansari, 2021). A producdo microbiana de GOS de alta pureza tem se tornado um foco crescente de
pesquisa, especialmente utilizando linhagens selecionadas capazes de realizar transgalactosilagdo
com alta especificidade e rendimento (MARAZ et al., 2022). Nesse contexto, a presenga de P-
galactosidase funcional em P. acidilactici refor¢a sua aplicabilidade ndo apenas em fermentacdes
tradicionais, mas também em formulacdes funcionais e alimentos voltados a saude intestinal. Ja a
B-glucosidase, também presente na linhagem KFRI F1493, possui ampla aplicagdo na liberacao de
compostos bioativos, especialmente agliconas de isoflavonas, durante a fermentacdo de produtos
derivados da soja. Essa transformag¢do resulta em maior biodisponibilidade de compostos com
atividade antioxidante e estrogénica leve, o que agrega valor funcional aos produtos fermentados

(YANG et al., 2024). Além disso, a P-glucosidase ¢ estratégica na hidrolise de biomassa
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lignoceluldsica, convertendo celobiose e oligossacarideos em glicose fermentavel, etapa crucial

para a producdo de bioetanol e bioprodutos (AKRAM et al., 2021).

Estudos recentes com Lactiplantibacillus plantarum, espécie proxima funcionalmente a
Pediococcus, demonstraram alto desempenho de B-glucosidases 6-fosfato, sugerindo que linhagens
adaptadas ao ambiente intestinal ou a fermentacao vegetal tém um aparato enzimatico voltado a

utilizagdo de substratos vegetais complexos (Godse; Fernandes; Kulkarni, 2025).

Assim, mesmo nao expressando enzimas relacionadas a quebra de proteinas e lipidios, a
linhagem P. acidilactici KFRI F1493 mostra-se altamente promissora para aplicagdes na
biotecnologia de alimentos funcionais e fermentacdes especializadas, destacando-se pelo uso de

substratos vegetais, sintese de compostos prebiodticos e potencial para biorrefinaria.

Com relacdo ao genes exclusivos do Pal3, através do alinhamento pelo BLASTp contra o
banco de dados do Uniprot apresentaram proteinas hipotéticas, genes de transposases (Pal3_02080
e Pal3 02185) e enzimas de metabolismo de carboidrato (Pal3 02191 e Pal3 02193), também
mostrou altos indices de similaridade contra genes homodlogos da espécie Liquorilactobacillus
nagelii, que em estudos recentes tém destacado o potencial de espécies do género
Ligquorilactobacillus em diversas aplicagdes industriais e de satde. A Liquorilactobacillus nagelii
VUCC-RO001, isolada de kombucha, apresenta caracteristicas gendmicas promissoras como a
producao de dextransucrase GH70, enzima que sintetiza dextrana a partir da sacarose, polimero
valioso em alimentos e biomateriais biomedicinais (LARINI et al., 2024). A dextrana produzida
tem aplicagcdes em espessantes, encapsulantes e agentes de libera¢do controlada em medicamentos
(BECHTNER et al., 2022). A cepa L. nagelii AGASS, isolada de shalgam, foi caracterizada como
motil (Gram-positiva, catalase-negativa) e possui perfil gendomico compativel com producao de
bacteriocinas e tolerancia a estresses do trato gastrointestinal, evidenciando seu potencial como

probiotico (Yetiman; Ortakci, 2023).

Outra espécie com altos indices de similaridade encontrada foi a Weissella
paramesenteroides que tem demonstrado grande potencial em diversas areas da biotecnologia
alimenticia, ambiental e da saude. A cepa W. paramesenteroides MN2C2 produz
nanopolissacarideos estdveis e biocompativeis, que exibiram potente atividade antioxidante e

citotoxica seletiva contra células de cancer de colon (Caco-2), figado (HepG-2) e mama (MCF-7),
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sugerindo aplicacdes promissoras em terapia antitumoral e preparo de biomateriais funcionais
(AMER et al., 2021). O genoma completo de W. paramesenteroides UFTM 2.6.1 revelou 1.926
genes, incluindo 99 associados a funcdes probidticas (resposta ao estresse, sobrevivéncia
gastrointestinal, biossintese de vitaminas) e genes para produzir pediocina, sem deteccao de fatores

de viruléncia ou resisténcia, sugerindo alta seguranca e potencial funcional (ROCHA et al., 2024).

A classificagdo funcional do genoma de P. acidilactici Pal3 revela um perfil coerente de um
microrganismo adaptado a colonizagao intestinal e a rapida resposta metabolica. A predominancia
de genes relacionados a familias proteicas e ao processamento de informagdo genética (como
replicagdo, transcricdo e traducdo) reforga a importincia de um aparato celular robusto para
manuten¢do gendmica e sintese proteica continua. Isso € esperado para bactérias que enfrentam
ambientes dindmicos, como o trato gastrointestinal, onde a adaptagdo depende de regulacdo rapida

e precisa da expressao génica (JUNG et al., 2022).

A segunda categoria mais abundante, relacionada a sinalizacdo celular e processos
metabolicos, indica a presenga de sistemas de resposta a estimulos ambientais e controle fisiologico
refinado. Em seguida, a terceira maior classe, metabolismo de carboidratos, estd em total sintonia
com o perfil fermentativo e comensal da Pal3, que parece depender da utilizagdo eficiente de
polissacarideos dietéticos e glicanos do hospedeiro como fonte priméria de energia. A presenca
significativa de genes relacionados ao transporte de membrana (100 genes) reforga esse perfil, pois
muitos desses transportadores, como os sistemas PTS ja discutidos, sao fundamentais para captacao

seletiva de acticares no intestino.

Este estudo identificou diferentes familias de hidrolases que sustentam esta hipotese. As
enzimas GHI atuam principalmente na hidrolise de ligagdes P-D-glicosidicas, permitindo a
degradacao de compostos vegetais como celobiose e glicosideos naturais. Suas principais
atividades incluem [B-glucosidase e B-galactosidase, que liberam glicose a partir de carboidratos
vegetais, fornecendo uma fonte de energia essencial para a bactéria. Além disso, a agdo dessas
enzimas contribui para a digestdo de fibras e liberacdo de acglcares menores, que podem ser
utilizados por outros microrganismos benéficos do ecossistema intestinal, fortalecendo a interagdao
simbidtica (Withers, 2012). A familia GH13, amplamente conhecida como a "familia das
amilases", est4 associada a degradacao de polissacarideos ricos em glicose com ligacdes a-1,4 € a-

1,6, como amido e glicogénio. Enzima como a-amilase permite que a P. acidilactici Pal3 utilize



46

fontes de amido da dieta humana, promovendo seu crescimento em nichos intestinais ricos nesse
substrato. A quebra eficiente desses polissacarideos em maltose e glicose ¢ essencial para a
producdo de acido latico e para a acidificacdo do ambiente, inibindo patdégenos e modulando
positivamente o pH intestinal (Svensson; Janecek, 2021). J& as enzimas da familia GH32 sdo
especializadas na metabolizagdo de frutanos como inulina e sacarose, por meio de atividades como
inulinase, invertase e levansucrase. Essas enzimas possibilitam a degradagcdo de carboidratos
prebioticos frequentemente encontrados na dieta humana. Ao utilizar frutooligossacarideos (FOS),
a linhagem Pal3 nao sé se beneficia energeticamente, mas também modula a microbiota intestinal,
fornecendo substratos fermentaveis para bactérias comensais ¢ promovendo a producao de acidos
graxos de cadeia curta (AGCCs), como o acetato, com efeitos anti-inflamatorios e
imunomoduladores (Czjzek; Van den Ende, 2021). A integracdo funcional dessas trés familias
enzimdticas no metabolismo de P. acidilactici Pal3 evidencia uma versatilidade metabolica
adaptativa, que permite a linhagem explorar diversos substratos disponiveis no intestino, competir
eficientemente com microrganismos patogénicos e contribuir para a manutengdo da homeostase
intestinal. Essa capacidade multifuncional reforga o potencial dessa cepa como um probiodtico
seguro, eficaz e metabolicamente ativo, com possiveis aplicacdes clinicas e nutricionais isso ¢

importante para o desenvolvimento de formulagdes contendo prebidticos.

A presencga de genes no genoma de P. acidilactici Pal3 envolvidos na producao de 4cidos
organicos por rotas fermentativas classicas, revela uma linhagem metabolicamente versatil,
ecologicamente competitiva e potencialmente benéfica a saide do hospedeiro. Isso fortalece sua
proposta de aplicagdo como probiotico funcional com efeito trofico e imunoldgico no intestino
(Génzle, 2015; Altermann et al., 2005). Uma rota de especial interesse ¢ a via C7, que envolve o
aproveitamento de glicanos derivados do hospedeiro, como as mucinas, proteinas ricas em agucares
complexos que revestem o epitélio intestinal. Durante a degradacdo dessas mucinas, sdo liberados
monossacarideos como fucose, N-acetilglicosamina e &cido sidlico, os quais podem ser
aproveitados por bactérias adaptadas a ambientes com baixo aporte de carboidratos dietéticos (Koh
et al.,2016; Gareau et al., 2010). A presenca de vias relacionadas a metabolizagdo desses aglicares
no genoma da Pal3 sugere um grau elevado de adaptacao ecologica, permitindo sua sobrevivéncia
e crescimento mesmo em fases de jejum ou dieta pobre em fibras. Estes achados também
corroboram com o trabalho prévio de Coelho-Rocha (2020) que demonstrou a capacidade da Pal3

de degradar mucina in vitro. O catabolismo de mucinas também ¢ importante do ponto de vista
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simbidtico, pois essas rotas sdo frequentemente utilizadas por microrganismos comensais que
participam da manutengdo da homeostase intestinal. Além disso, os metabolitos gerados nessas
rotas, como propionato e butirato, possuem reconhecido papel anti-inflamatorio e
imunomodulador, além de atuarem como fonte de energia para os colondcitos e contribuirem para

a integridade da barreira intestinal (Koh et al., 2016; Gareau et al., 2010).

A diversidade de genes do sistema PTS identificada em P. acidilactici Pal3 reflete uma
sofisticada adaptagao metabdlica, compativel com a colonizagao eficiente do TGI. O sistema PTS,
além de transportar carboidratos, realiza simultaneamente sua fosforilagdo, permitindo que esses
acucares ingressem diretamente em vias fermentativas. A presenca de ptsG e crr permite a captagao
rapida de glicose, essencial para ambientes onde esse agucar ¢ frequentemente liberado por ag¢do
de enzimas enddgenas ou por outros membros da microbiota. Ja os genes bg/F e ascF indicam o
uso de B-glicosideos e derivados de plantas, ressaltando a capacidade da linhagem de degradar
componentes vegetais complexos (Génzle, 2015; Altermann et al., 2005). A identificacdo de
transportadores especificos para manose e frutose, como manY/Z e fruA/B, ¢ indicativa de uma
ampla tolerancia a diversidade de agticares monossacaridicos presentes na alimentagdo humana. A
habilidade de utilizar celobiose e seus derivados, sugere um papel ecologico importante da Pal3
na degradacao de fibras vegetais e na liberagdao de substratos fermentaveis que beneficiam outras
bactérias comensais, reforcando sua atuacdo simbiodtica (Aboulwafa; Zhang; Saier, 2019). A
presenca do complexo PTS para galactitol (E/I-Gal) é relevante, pois esse aglicar ndo ¢ amplamente
metabolizado por bactérias intestinais comuns, o que confere uma vantagem competitiva a Pal3
em condicoes de limitacao de nutrientes. Além disso, a identificacdo dos genes ulaA, ulaB e ulaC,
que codificam transportadores e enzimas relacionados ao uso de 4cido ascorbico (vitamina C), um
substrato raro como fonte de energia, mas potencialmente disponivel em dietas ricas em frutas

(Conte; van Buuringen; Lefeber, 2021).

Por fim, os genes ptsN, ptsO e ptsP indicam que o sistema PTS da linhagem Pal3 esta
integrado a mecanismos regulatorios de balanco entre carbono e nitrogénio, o que lhe permite
ajustar seu metabolismo de acordo com a disponibilidade de nutrientes no ambiente (Velazquez et
al., 2007). Essa integracao sugere que a linhagem ndo apenas se adapta ao perfil de carboidratos
intestinais, mas também responde a flutuagdes ambientais com flexibilidade metabdlica. Assim, os

dados apresentados confirmam o papel central do sistema PTS na plasticidade ecoldgica e na
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robustez funcional de P. acidilactici Pal3, fortalecendo sua aplicabilidade como probiotico

promissor e funcional em contextos clinicos e alimentares.

Embora o estudo tenha focado nos aspectos benéficos, recomenda-se os investigar o

resistoma.
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6. CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou, por meio de analises gendmicas e comparativas in silico, que
a linhagem Pediococcus acidilactici Pal3 apresenta um repertorio funcional robusto e compativel
com aplicagdes probidticas. A montagem gendmica de alta qualidade permitiu identificar um
conjunto diversificado de genes relacionados a adaptacdo intestinal producao de acidos organicos
e rotas de metabolizacdo de fibras e glicanos do hospedeiro que reforca sua capacidade de
adaptacdo ecoldgica em ambientes intestinais. A auséncia de genes de viruléncia classicos e de
genes de resisténcia antimicrobiana adquiridos sugerem um perfil de seguranga gendmica aceitavel
para aplicagdes clinicas, embora andlises funcionais adicionais sejam recomendadas. A estrutura
aberta do pangenoma de P. acidilactici observada neste trabalho amplia as possibilidades de

descoberta de novas linhagens com fungdes probioticas especificas.
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7. PERSPECTIVAS

Como desdobramento dos resultados obtidos, sugere-se a realizagdo de estudos funcionais in
vitro € in vivo para validar o potencial probiotico de P. acidilactici Pal3, para avaliar sua adesao a
células epiteliais humanas, resisténcia a condigdes gastrointestinais simuladas e capacidade de
modular a resposta imune e a composi¢ao da microbiota intestinal. Ensaios com modelos animais

de inflamagao intestinal podem fornecer evidéncias adicionais sobre seus efeitos terapéuticos.

Além disso, visando compreender os mecanismos moleculares da Pal3, a expressdo e
regulagdo dos genes de interesse identificados, como os relacionados as vias de utilizacdo de
frutanos, mucinas e sistemas PTS, devem ser avaliadas por abordagens de transcriptdmica ou

protedmica em diferentes condi¢des ambientais tais como as do TGI.

Outra abordagem que podera ser explorada em trabalhos futuros ¢ a predicao e caracterizagao
de adesinas no genoma da linhagem Pediococcus acidilactici Pal3. As adesinas sdo proteinas de
superficie que desempenham papel essencial na aderéncia de microrganismos probidticos as
células epiteliais intestinais, sendo consideradas marcadores funcionais relevantes para a
persisténcia no trato gastrointestinal. A identificacdo dessas proteinas poderd ser conduzida por
ferramentas como VaxiJen ou SPAAN, permitindo selecionar candidatos com potencial de adesao
e interagdo com o hospedeiro. Esse tipo de andlise contribuird para ampliar a compreensdo sobre
os mecanismos de colonizacdo da Pal3 e fortalecera sua proposta como microrganismo probidtico
seguro e funcional, especialmente se associada a testes de adesdo in vitro ou ensaios celulares

futuros.

No campo biotecnoldgico, considerando a diversidade intraespécie evidenciada pelo
pangenoma aberto, novas linhagens brasileiras devem ser isoladas e sequenciadas, contribuindo
para a ampliagdo da base gendmica da espécie P. acidilactici e promovendo o fortalecimento da

biotecnologia nacional com linhagens da biodiversidade brasileira.
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