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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 I

O uso de softwares com algoritmos matematicos em
analises de metatranscriptoma: o exponencial impacto do
big data na saide humana
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INTRODUGCAO

Para além do corpo humano, comunidades de microrganismos sio encontradas em diversos outros
ambientes, como oceano, solo, plantas e outros animais (Li et al., 2017). Cada uma dessas comunidades
microbianas tem suas proprias complexidades, diversidades e ecossistemas. Os membros das comunidades
interagem entre si e cooperam com seus ambientes ou hospedeiros. Recentemente, com o
desenvolvimento de tecnologias de sequenciamento que permitem aos pesquisadores estudar genomas da
microbiota (também conhecido como microbioma), se descobriu que a microbiota humana esta
intimamente relacionada a varias doengas. Uma das areas mais criticas é a pesquisa do microbioma humano
associada a doengas humanas bem conhecidas, como obesidade, doen¢a inflamatéria intestinal (DII) e

gémeos magros ou obesos (Chen et al., 2018). Além disso, evidéncias crescentes indicam que a microbiota
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dentro do corpo humano, especialmente o microbioma intestinal, desempenha um papel fundamental na
fisiologia humana (Liu et al., 2010).

Atualmente, varios métodos sdo aplicados para inferir diferentes niveis de informagdo sobre o
microbioma. A analise Whole genome sequencing (WGS) usa informagoes de todos os genes para identificar
taxonomicamente a comunidade microbiana em nivel de espécie ou linhagem. Ja a analise shofgun do
transcriptoma completo da amostra, chamado de metatranscriptoma, permite a observacao de padroes na
expressao génica e funcional de toda a comunidades microbiana. No entanto, apesar das diversas
vantagens em se utilizar esse método, algumas desvantagens sao observadas, sendo esta muito carente de
softwares especificos para analise dos dados (Bushmanova et al., 2019).

Na busca por padrio e banco de dados mais curado, varios estudos de microbioma com base
populacional foram criados. O Human Microbiome Project, foca no estudo de comunidades microbianas que
habitam o corpo humano de individuos saudaveis, com énfase nas areas nasal, oral, cutanea,
gastrointestinal e urogenital. Ja o Inferactive Human Microbiome Project se concentra na compreensao das
interagées humano-microbioma, por meio de estudos longitudinais que reinem multiplos conjuntos de
dados 6micos do microbioma humano (Nurk et al, 2017). Além disso, outro projeto chamado
Metagenomica do Trato Intestinal Humano (MetaHIT) se baseia na compreensio da relagao entre a
microbiota intestinal humana e a os beneficios a saude (Ugarte et al., 2018). Nao obstante, o MetaHIT
também estuda obesidade e DIIL. Por fim, o Earth Microbiome Project (EMP) se concentra na caracterizagao
da diversidade, distribuigao e estrutura dos ecossistemas microbianos em todo o planeta e ja reuniu mais
de 30.000 amostras de diversos ecossistemas, incluindo humanos, animais, plantas terrestres, marinhas,
ambientes reconstruidos e entre outros (Bushmanova et al., 2019). EMP ¢ um dos projetos pioneiros de
microbioma a definir alguns protocolos padrao para outros estudos de microbioma.

Com as limitagdes crescentes na compreensao dos mecanismos de um microbioma individual, e
em escala global, além das dificuldades associadas a cultura de espécies microbianas individuais, a
metatranscriptomica tém sido usada com mais frequéncia em estudos recentes (Tarazona et al., 2015).
Reconhecendo a importancia dos estudos de microbioma para a saide humana e além, nos esforcamos
para fornecer uma revisao abrangente das tecnologias, algoritmos e soffwares na analise metatranscriptomica
existentes, especificamente os métodos de analise de dados. Esperamos que as informagées fornecidas
ajudem mais pesquisadores a identificar as ferramentas apropriadas para seus estudos de microbioma em

seus respectivos projetos.
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REVISAO DE LITERATURA
Andilise bioinformatica de dados de sequenciamento metatranscriptémico

Em virtude da complexidade do microbioma, o sequenciamento de alto rendimento na forma de
reads relativamente curtas geralmente sao geradas a partir da tecnologia de sequenciamento Illumina. Tem
sido mais frequentemente aplicado para estudos de metatranscriptoma, particularmente quando sao
necessarias varias amostras e cobertura profunda, como nos casos de estudos de expressio génica
diferencial. Uma vez que, @ priori, a maioria das informagdes sobre as amostras sao desconhecidas, assim
como sua composi¢ao microbiana, abundancia relativa de membros da comunidade, tamanhos do genoma
e expressao relativa dentro e entre os genomas, nio ¢é trivial encontrar parametros experimentais corretos,
como profundidade de sequenciamento para metatranscriptomica. Embora o sequenciamento de reads
mais longas possa produzir mRNAs completos ou quase completos que podem ajudar a discriminar entre
diferentes isoformas (Celaj et al., 2014), e fornecer trechos mais longos de sequéncia para pesquisas de
similaridade e as varias tecnologias de leitura longa atualmente apenas desempenham um papel de apoio
que ndo estao sendo ativamente usadas sozinhas para estudos de metatranscriptoma. Nessa revisao, nos
concentramos nas ferramentas e fluxos de trabalho disponiveis para processamento e analise de dados de

metatranscriptoma, que se concentram em dados de reads curtas.

Pré-Processamento

Semelhante a outros conjuntos de dados NGS, uma das primeiras etapas no processamento de
dados de RNASeq ¢ executar o Controle de Qualidade (QC) e remover ou aparar leituras falsas ou

erroneas. Sao varias as ferramentas para fazer o QC das reads de RNASeq (Tabela 1).

Tabela 1. Softwares de pré-processamento e de analise da qualidade dos dados.

Software Funcgao Autor

Entre as mais utilizadas atualmente, usadas para reads curtas

FastQC derivadas de sequenciadores Illumina. (Andrews, 2010)
Entre as mais utilizadas atualmente, usadas para reads curtas

FaQCs derivadas de sequenciadores Illumina. (Lo etal, 2014)

Fastp Ent.re as mais ut1hzadgs atualment?, usadas para reads curtas (Chen et al., 2018)
derivadas de sequenciadores Illumina.

Trimmomatic A mais utilizada atualmente, usadas para reads curtas (Bolger et al., 2014)

derivadas de sequenciadores Illumina.
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< (Kopylova et al.,
SortMeRNA Remocao de rRNAs. 2012)*
Barrnap Remocio de rRNAs. (Seemann, 2014) *

. . otmistrovsky et al.
BMTagger Pesquisam &wzers humanos especificos nas reads. ;% 1) y ’
Reads podem ser removidas usando métodos tradicionais de
- mapeamento que marcam e removem 7eads que mapeadas (Lietal., 2017)

no genoma humano.

* Uma das etapas mais importantes que devem ser levadas em consideragio ¢ a remogio ou deplecio fisica dos transcritos de
RNA ribossémico altamente abundante (fRNA) das amostras, pois eles geralmente representam mais de 90% de todos os dados
gerados no sequenciamento, geralmente removidos usando técnicas moleculares antes do sequenciamento, mas sua abundéncia

nas amostras resulta em uma certa quantidade de contaminag¢do por nas reads.

A montagem de novo

As leituras pré-processadas e de alta qualidade agora podem ser montadas em transcri¢oes
putativas, contigs, usando montadores de novo. Dado que a maioria dos microbiomas nao é adequado para o
alinhamento caracterizado pelos genomas de referéncia, os montadores de novo fornecem uma solugao de
para a referéncia, representando segmentos de genoma mais longos e expressos que podem fornecer um
conjunto de genes de referéncia. Isso fornece aos pesquisadores a capacidade de encontrar homdélogos de
maneira mais direta, estabelecer origem taxonémica e servir como referéncia para mapeamento e analise

de expressao (Quadro 1).

Quadro 1. Montadores de #ovo atuais.

Software Funcgio Autor

MEGAHIT Montadores metagendmicos projetados para lidar (Li et al., 2015)*
com metagenomas complexos que podem
compartilhar alguma semelhanca de sequéncia em
regioes altamente conservadas, mas podem variar em

IDBA-UD termos de abundancia relativa dentro do microbioma (Peng etal,, 2012)*
e também podem abrigar variacao populacional (nivel
de deformacio).

metaSPAdes (Nurk et al., 2017)*

Trans-ABySS (Robertson et al., 2010)**

Montadores que tentaram resolver os problemas na
analise de metatranscriptomas, mas foram
originalmente projetados para montar transcriptoma

BinPacker de um unico organismo. (Liu et al., 2016)**

Trinity (Grabherr et al., 2011)**

110
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Oasis (Schulz et al., 2012)**
SOAPdenovo- )
ok
Trans (Xie et al., 2014)
IDBA-Tran (Peng et al., 2012)**
(Bushmanova et al,,
rnaSPAdes 2019)%*
IDBA-MT (Leung et al., 2013)***
IDBA-MTP Montadores de novo projetados especificamente para (Leung et al., 2014)yx+#x
metatranscriptomas que levam em conta as ’
caracteristicas unicas dos transcritos e a natureza
Transctipt complexa das comunidades microbianas.
Assembly Graph (Ye et al., 2016)*#kkx
(TAG

* No entanto, a eficacia desses montadores na reconstru¢do de transcritos que possuem peculiaridades préprias, como introns
e ¢éxons, diferentes isoformas e RNAs nido codificadores mais curtos (ncRNA), raramente sdo testados; portanto, é
recomendavel que se use montadores especificos para dados metagenoémica em conjuntos de dados de metatranscriptoma.

** Tentaram explicar os problemas no sequenciamento de transcriptomas, mas foram originalmente projetados para montar
transcricoes de um Unico organismo. Apesar de seu design para conjuntos de dados transcriptomicos e ndo
metatranscriptomicos, as comparagles entre alguns montadores mostraram que, em geral, os montadores testados Oases,
Trinity e Metavelvet melhoraram o numero de genes anotados nos contigs resultantes, com o montador Trinity superando os
demais (Celaj et al., 2014).

*#* Baseado no IDBA-UD, usa-se multiplos valores em um grafico de Bruijn, enquanto considera-se os recursos associados aos
mRNAs, como profundidade de sequéncia desigual e padrdes comuns de repeti¢do em diferentes mRNAs, diminuindo assim
a taxa de erros de montagem (Leung et al., 2013).

0k Derivado do IDBA-MT para poder montar mRNAs de baixa expressio. Ele usa as informag¢oes de sequéncias de proteinas
conhecidas para orientar a montagem, comegando com A-zers menores para construir sequéncias de mRNA que sdo entdo
incluidas com base na sua similaridade (Leung et al., 2014).

*kek Montador que, comparativamente, também usa um grafico de Brujjn, mas para montar o metagenoma correspondente,
que ¢ usado como referéncia para posteriormente mapear as leituras do metatranscriptoma e reconstruir sequéncias de mRNA.
E ineficaz para uso em microbiomas que, além de bactéria, também englobam alguns fungos. Além disso, existe a suposicdo
implicita entre o metagenoma da comunidade para que todos os genes expressos possam ser mapeados (Ye et al., 2010).

O estado atual da montagem de novo para conjuntos de dados metatranscriptomicos ainda esta em
estagios iniciais. Apenas algumas ferramentas foram desenvolvidas especificamente para a
metatranscriptomica, mas sua eficacia em diversos conjuntos de dados nao foi testada e seu hardware ou
requisitos de memoria em uma variedade de complexidades da comunidade e volume de dados também

nao foram rigorosamente estabelecidos.
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Taxonomia dos transcritos

Semelhante ao perfil taxonoémico, que é frequentemente realizado com dados metagenémicos de
shotgun, pode-se usar o mesmo conjunto de ferramentas para realizar atribui¢des taxondémicas baseadas em
reads ou contigs, a fim de entender quais os organismos estao expressando ativamente em determinada
amostra. Um método separado e distinto ¢é focar apenas nos rRNAs para avaliar membros ativos de uma
comunidade, embora, como mencionado acima, eles sejam frequentemente removidos (tanto nos
protocolos de laboratério quanto no pré-processamento dos dados brutos).

Ferramentas de classificagio de taxonomia baseadas em reads, como Kraken (Wood e Salzberg,
2014), GOTTCHA (Freitas et al., 2015), MetaPhlan2 (Truong et al., 2015) etc. podem ser usadas para
metatranscriptomas (Neves et al., 2017). Como essas ferramentas funcionam em sequéncias curtas e se
baselam em combinagdes de nucleotideos, seu uso efetivo ¢ limitado a microrganismos, mas cujos os
membros possuam vizinhos proximos as sequéncia existentes nos bancos de dados que foram montadas
em contigs mais longos e possivelmente transcritos completos podem ser usados por varias ferramentas,
como Centrifuge (Kim et al.,, 2016) e Kraken 2 (Wood et al., 2014), para identificar potencialmente uma
maior propor¢ao dos membros da comunidade sequenciados.

As atribui¢Ges taxonomicas que utilizam reads ou regioes de codificagdo previstas tém um grande
numero de limita¢oes, incluindo os algoritmos necessarios para processar grandes volumes de dados ou
acomodar sequéncias curtas e a escassez de citagoes nos bancos de dados de referéncia. Para compor essas
questoes, esta o fato de que a maioria das ferramentas de bioinformatica utilizam-se de apenas um
subconjunto de genomas disponiveis ou se concentra em certos organismos. Por exemplo, muitas
ferramentas nido possuem eucariotos como parte de seus bancos de dados. Houveram alguns esforgos
recentes, como o desenvolvimento de novas ferramentas e melhorias nas ferramentas existentes para
incluir genomas eucariéticos em seus bancos de dados, como MetaPhlan2 e Kaiju (Truong et al., 2015),
porém sua eficacia na classificagao de eucariotos é desconhecida. Além disso, muitas vezes é dificil
discernir acerca de baixa abundancia de acertos falsos positivos, o que ¢ um problema inato nos estudos
de microbioma. A falta de conhecimento sobre a diversidade microbiana geral ou em qualquer sistema

biolégico também pode limitar a utiliza¢ao das ferramentas de classificacao da taxonomia.

Anotagao funcional

Um dos principais objetivos da metatranscriptomica é avaliar a atividade funcional de uma
comunidade microbiana. Como os transcritos expressos representam um proxy para o fendtipo real,
caracterizar a fungiao dos transcritos é uma tarefa fundamental para a metatranscriptomica. A anotagao

funcional pode ser realizada usando reads ou contigs montados.
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Os perfis funcionais baseados em 7eads, como MetaCLADE (Ugarte et al., 2018), HMM-GRASPx
(Zhong et al., 2016) e UProC (Meinicke, 2015) utilizam bancos de dados especificos e exigem frames de
leitura abertos previstos como entrada de outras ferramentas, como FragGeneScan (Rho et al., 2010). O
MetaCLLADE ¢é uma das ferramentas mais recentes e usa um banco de dados que consiste em 2 milhdes
de modelos probabilisticos derivados de 15.000 dominios da Pfam, portanto centenas de modelos
representando um unico dominio, para abranger a diversidade de cada dominio na arvore da vida. Uma
pesquisa nesse banco de dados resulta em um grande numero de ocorréncias por leitura que sao filtradas
com base em redundancia, probabilidade e pontuagao de bits (Ugarte et al., 2018).

De maneira alternativa, a anotacao de genes pode ser realizada a partir de contigs montados. A
anotagao de transcritos montados é semelhante as anotagoes de genomas e metagenomas. A descoberta
de genes usando programas como Prodigal (Hyatt et al., 2010) e FragGeneScan (Rho et al., 2010) é seguida
por atribui¢ao funcional com base em pesquisas de similaridade usando ferramentas como DIAMOND
para pesquisar sua funcionalidade em bancos de dados, como KEGG, NCBI RefSeq, UniProt, entre
outros (Buchfink et al., 2015). Outras ferramentas, pipelines e plataformas abrangem uma variedade de
utilitarios de bioinformatica (incluindo busca e anotagao de genes), como o Prokka (Seemann, 2014),
EDGE Bioinformatics (Li et al., 2017) e MG-RAST (Wilke et al., 2016) que combinam varias pesquisas
de similaridade em varios bancos de dados ou podem até unir a montagem, identificagdo de genes e
anotacao por meio de pesquisas de similaridade. Depois que as anotagdes sao executadas, as fungoes
enzimaticas também podem ser mapeadas para as vias metabdlicas conhecidas, usando ferramentas como

MinPath (Ye et al., 2009) ou iPath (Yamada et al., 2011).

Andilise de expressao diferencial

Além da descri¢ao simples de quem sao os membros ativos e quais genes estao sendo expressos
em um unico momento ou amostra, estdo os estudos de expressio diferencial de genes, nos quais a
metatranscriptomica pode ser usada para comparar diferentes condi¢bes, parametros ambientais e seus
efeitos na comunidade. Existem muitas ferramentas originalmente desenvolvidas para uso de genomas
unicos que possam ser aproveitadas para estudos de expressao génica diferencial metatranscriptomica.
Essas ferramentas requerem como dados a abundancia de entrada por gene (ou transcrito) e por amostra
(representando a expressiao sob uma condigao especifica ou um momento especifico). A abundancia pode
ser obtida de varias maneiras, mas geralmente envolvem algumas formas de alinhamentos/mapeamentos
das reads para um genoma de referéncia, um conjunto de referéncia ou um conjunto de genes de referéncia.

Os programas EdgeR (Robinson et al., 2010), DeSeq2 (Love et al., 2014) e LIMMA (Ritchie et al.,
2015) sao pacotes do R que sdo frequentemente usados, juntamente com as informagdes de abundancia,

para identificar genes que sdo estatisticamente diferencialmente expressos entre varias amostras. Da
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mesma forma, ferramentas como Analise do Conjunto de Genes (GAGE) podem ser usadas para
identificar caminhos enriquecidos em uma condi¢ao sobre outra (Li et al., 2017). Como as amostras de
metatranscriptomica replicadas nao sao triviais comparadas aos estudos transcriptomicos com organismos
isolados, métodos nao paramétricos como a implementa¢ao no NOISeq (Tarazona et al., 2015) também
devem ser considerados.

Existem peculiaridades nas analises metatranscriptomicas que tornam as analises de expressdao
diferencial bastante desafiadoras, principalmente o resultado do sequenciamento de uma grande
diversidade de transcritos (de uma ampla variedade de organismos). Problemas como genes
compartilhados entre organismos intimamente relacionados e variagdo na composi¢ao taxondémica dos
transcritos podem resultar em avaliagao incorreta dos perfis de expressao génica. Recentemente, foi
proposto um método de normalizagdo que pode minimizar a influéncia da diversidade taxonomica na
amostra, normalizando os dados de contagem com base na composi¢io taxonomica em diferentes
amostras, porém esse método também ¢ influenciado pela representacao em bancos de dados taxonomicos

(Klingenberg et al., 2017).

Pipelines — Fluxos de trabalho disponiveis para analise metatranscriptomica

A analise de um conjunto de dados de metatranscriptoma esta repleta de etapas bioinformaticas
com muitas opg¢des de ferramentas para qualquer etapa. Quais etapas e ferramentas devem ser selecionadas
sao frequentemente escolhidas pelos objetivos do experimento, cujos os detalhes podem crescer em
complexidade com base nas especificidades do estudo. No entanto, existem fluxos de trabalho em
bioinformatica, chamados de pipelines ou workflow, que visam otimizar parte dessa complexidade
conectando varias ferramentas individuais que transformam reads brutas de sequenciamento e as
processam, fornecendo arquivos de dados que representam os resultados das saidas, caracterizando
identidades taxonomicas, genes funcionais e transcritos diferencialmente expressos. Os detalhes de oito
fluxos de trabalho disponiveis, seus recursos e as ferramentas especificas de bioinformatica que eles usam

podem ser encontrados como um resumo na Tabela 2.
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Tabela 2. Pipelines de metatranscriptomica e seus recursos.

Baseado em Reads Baseado em montagem

MetaTrans COMAN FMAP SAMSA2 HUMAnN2 SqueezeMeta IMP MOSCA

Processamento QC v v v v X v v v
Remogio X X N4 X X X v X
das reads
do
hospedeiro
Remove J v x v X v v v
rRNA

Montagem de novo X X X X X v v v

Binning X x X X X v v x

Perfil Reads v v X v N4 X X X

Taxonomico
Contigs X x X x X v v v

Anotagio Reads v v N4 v N4 X X X

Funional
Contigs X X X x X v v v

Analise Pathway v v v x N v v x

Precisa de Metagenoma X X X X X X J X

Reporta resumos X X X X X X v X

Interface Web X v X x X X X X

Comparagio de multiplas v v v v v v X v

amostras
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Expressio Diferencial v v v v X X X v
Docker X X X X v X N4 N4
Conda X X X X v X v X
Suporta reads longas X X X X X v X X
Repositério de cédigo Vv X v v v V4 J J
publico.

Em comparagao as analises baseadas em leitura, os fluxos de trabalho baseados em montagem
abrigam uma etapa analitica extra. As analises sdo reunidas primeiramente em configs maiores, ajudando a
reduzir o tamanho dos dados que precisam ser processados para analises posteriores e aumentando a
quantidade continua do comprimento das transcri¢oes expressas.

Como um dos principais objetivos das analises de metatranscriptoma ¢ obter uma quantifica¢ao
relativa da expressdo génica, todos os fluxos de trabalho baseados em leitura e em montagem fornecem
alguma forma de cobertura por gene ou métrica de abundancia (por exemplo, contagem bruta por gene
ou numero de leituras por &b por milhao de leituras sequenciadas). Esses valores de abundancia podem
usar de ferramentas adicionais para comparar a expressao relativa de genes entre condi¢oes de crescimento
ou durante experimentos ao longo do tempo, cujo o objetivo ¢ frequentemente ajudar a entender quais
genes e caminhos podem ser importantes para um fenétipo especifico em estudo. Para esses tipos de
estudos, muitas vezes sao necessarias experiéncias com replicagdo para obter resultados estatisticamente
significativos, portanto, as comparacOes relativas de abundancia de genes costumam ser uma comparagao
entre muitas amostras diferentes que incluem varias repeti¢oes bioldgicas.

A disponibilidade de varios fluxos de trabalho permite que os usudrios escolham o que ¢ mais
apropriado para analisar seu metatranscriptoma. Embora os usuérios devam selecionar fluxos de trabalho
idealmente com base na capacidade/funcionalidade e qualidade dos algoritmos/ferramentas utilizados,
consideracOes adicionais podem incluir os requisitos de recursos computacionais que variam entre os
fluxos de trabalho e a frequéncia de manutenc¢ao ou desenvolvimento ativo do cédigo-fonte, que podem
sofrer modificagbes frequentes a medida que novos avangos, ferramentas ou métodos continuam sendo
desenvolvidos. A Tabela 3 é uma compilacao desses fluxos de trabalho disponiveis e pode ser usada como

um guia em potencial para escolher um fluxo de trabalho com base em fatores importantes para abordar
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as perguntas de qualquer pesquisador. Por exemplo, se a analise de expressio diferencial é o objetivo de

um estudo, a lista de fluxos de trabalho para escolher ¢é limitada a cinco.

CONSIDERACOES FINAIS

Atualmente, os estudos metatranscriptomicos sao realizados principalmente com tecnologia de
reads curtas (ou seja, Illumina), exigindo um grande nimero de ferramentas analiticas para ajudar em todos
os aspectos da analise de dados. Nesta revisao, destacamos alguns dos principais métodos de analise de
dados de metatranscriptomica, o que impacta diretamente no conhecimento humano da influéncia do
microbioma na saude humana. Algumas das ferramentas especificas de bioinformatica usadas para realizar
essas analises e alguns fluxos de trabalhos metatranscriptomicos mais complexos combinam varias dessas
ferramentas para abordar questdes bioldgicas com esfor¢o minimo de usuario menos experientes.
Conquanto, para tornar as coisas mais complexas, novos avangos em tecnologias de sequenciamento
continuarao impulsionando o desenvolvimento de novas ferramentas e fluxos de trabalho. Um pzpeline ou
workflow padrao, uma estrutura, deve ser aceita para comparar novas ferramentas, o que ajudaria no
progresso de trabalho e possivelmente se uniria a fluxos de trabalho mais precisos e apropriados. Apesar
de alguns dos problemas com a metatranscriptomica como método, o desenvolvimento continuo de novas
ferramentas e algoritmos para analise de dados metatranscriptomicos, juntamente com nossa crescente
compreensao dos desafios apresentados por esses conjuntos de dados, fica claro que a proxima geragao
de ferramentas de metatranscriptomica sao uma grande promessa para impulsionar e facilitar nossa

compreensao da fraciao biologicamente ativa de microbiomas das vias relevantes envolvidas.
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