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RESUMO

A microbiota oral ¢ considerada a segunda mais complexa do corpo humano e apresenta mais de 700
espécies de microrganismos. Alguns sio utilizados como marcadores de doencgas bucais ou sistémicas. O
objetivo deste estudo foi identificar a microbiota oral mais representativa a partir de dados metagendmicos
da saliva humana. Foram identificados na plataforma MG-RAST dados metagendmicos de saliva humana,
obtidos através de sequenciamento por Amplicon (16S) e DNA total (Shotgun). Através do software R, foi
realizada a andlise descritiva de 5 variaveis (Failed, Unknown, Predicted, Alhpa e Rarefaction), além do
estudo de correlagdo dessas variaveis por tipo de sequenciamento (Admplicon e Shotgun) ¢ da analise de
componentes principais da microbiota. Foram recuperadas 476 amostras (332 de Amplicon e 142 de
Shotgun). Apenas a variavel Predicted ndo apresentou diferenca significativa entre os tipos de
sequenciamento (p < 0.05). Neste estudo foi encontrado que a microbiota representativa da saliva humana
apresenta géneros normalmente observados em doengas bucais, mas nao se limita a eles. Géneros recentes,
patogénicos e ainda pouco conhecidos foram encontrados em amostras de Shotgun. A diversidade da
microbiota em amostras salivares variou segundo a técnica de sequenciamento metagenomico, sendo que a
diversidade do nucleo da microbiota obtida por Shotgun foi maior do que a observada em Amplicon.
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INTRODUCAO

A microbiota oral é considerada a segunda mais complexa do corpo humano e nela podem ser
encontrados mais de 700 espécies de microrganismos. No entanto, cerca de 68% desses microrganismos
sdo cultivaveis'. Interagdes estabelecidas entre comunidades de microrganismos e o hospedeiro permitem
estabelecer os perfis microbioldgicos de condigdes fisiologicas quanto patologicas. Nas ultimas décadas o
desenvolvimento de metodologias e analises para identificagio e caracterizacdo de microbiomas,
possibilitou predizer doengas associadas a mudangas no ambiente e seus reflexos na microbiota,
particularmente as que compartilham o mesmo nicho (core)?. Os 10% dos organismos mais abundantes do
core s3o considerados dominantes enquanto, que os 65% menos abundantes, raros. Alteragdes no ambiente
oral podem acarretar disbiose deste microbioma e consequente o surgimento ou agravamento de doengas
bucais como cérie, placa bacteriana e doengas periodontais .

Desde 2008 bases de dados especializadas em dados biologicos tém permitido o depdsito de dados
brutos e dados analisados de projetos de metagendmica . Um dos pioneiros em plataformas de
armazenamento e analise de dados metagendmicos ¢ o portal de acesso publico MG-RAST 7, que tem
depositado projetos gerados a partir de diferentes tecnologias metagendomicas: Amplicon, Shotgun e
metatranscriptomica. Os projetos de sequenciamento por Amplicon utilizam produto da reagdo em cadeia
de polimerase (PCR) pela amplificacdo de genes marcadores (primers), como os genes 16S rRNA, 23S
rRNA e 18S rRNA. Enquanto, que sequenciamentos por Shotgun (ou Whole Genome Sequencing, WGS)
utilizam todo o DNA extraido de uma amostra e os projetos de metatranscriptdomica sequenciam todo o
RNA extraido de uma amostra.

Este estudo tem por objetivo identificar a microbiota salivar mais representativa de
sequenciamentos por Shotgun e Amplicon, pelo estudo de metagenomas disponiveis no MG-RAST,
publicados no periodo de 2014 a 2019.

METODOLOGIA
A coleta de dados foi realizada no portal Metagenomics - Rapid Annotation using Subsystems
Technology (MG-RAST) (https://www.mg-rast.org). Foram recuperados projetos contendo o termo



SALIVA na variavel Material (material = 'SALIVA'"), entre os anos de 2014 e 2019. Um script in house
(programa) em Python (http://www.python.org) foi desenvolvido em colaboragdo com o Laboratorio de
Biologia Computacional e Sistemas (LBCS - IOC / FIOCRUZ), que permitiu a busca automatica dos
projetos e a tabulagdo de metadados selecionados para o estudo (Tabela 1). Apenas projetos de
metagenomica foram considerados apenas projetos com ambas as tecnologias (Amplicon e Shotgun), com
um namero de metagenomas acima de 3. O software R (versdo 3.6.1) ® foi utilizado para as analises
estatisticas: analise descritiva, normalidade (Shapiro-Wilk), homocedasticidade, teste de Mann-Whitney-
Wilcox, correlagdo e andlise de componentes principais (PCA). As analises descritivas e de correlagdo
foram realizadas para as variaveis numéricas. Ambas as analises foram agrupadas por tipo de tecnologia.
O estudo da taxonomia foi realizado por PCA para avaliar os organismos mais representativos nas amostras.
A fim de padronizar o estudo taxonomico, este foi baseado no nivel taxondmico do género.

Tabela 1: Variavies capturadas no MG-RAST.

VARIAVEL DESCRICAO NOME NO MG-RA
ID Identificagdo do metagenome MG-RAST-ID
Project Identificacdo do projeto Project ID
Material Material coletado Material
Failed Reads que falharam em qualidade QC failed
Unknown Reads sem tanonomia QC_unknown
Predicted Reads com taxononomia QC predicted
Alpha Diversidade Alpha do indice de Shannon ALPHA
Rarefaction Ponto nto maximo da curva de rearefagao RAREFACTION
Type Tecnologia de sequenciamento Sequence_type
Taxonomy Tanoxonomia no nivel de género Taxonomy

Observagdo: Amarelo: varidveis numéricas (andlise descritiva e de correlagdo); vermelho: tipo de
tecnologia de sequenciamento; azul: nivel taxondmico (analise de componentes principais - PCA).

RESULTADOS

O script em Python recuperou 476 metagenomas, (332 de Amplicon, 142 de Shotgun e 2 de
metatranscriptoma, que foram excluidos). Os 474 metagenomas restantes foram distribuidos em 12
projetos. Destes, apenas 4 projetos apresentavam metagenomas com ambas as tecnologias de
sequenciamento (Amplicon e Shotgun). Um projeto que tinha apenas 1 metagenoma de cada tecnologia
também foi descartado. Assim, o estudo foi realizado com 3 projetos, com 245 metagenomas obtidos por
Amplicon e 164 obtidos por Shotgun. Todos os taxons para o nivel de género foram recuperados em todos
0s metagenomas.

As representagdes graficas das variaveis estudadas: Fuailed, Predicted, Unknown, Alfa e
Rarefaction esta apresentada na Figura 1. Em Amplicon, nenhuma sequéncia apresentou problemas de
qualidade. No estudo de normalidade, apenas Alpha, em Shotgun, apresentou distribui¢do normal. Nas
demais, a distribuicdo foi ndo normal. Todas as comparagdes das variaveis, segundo tipo de sequenciamento
apresentaram diferencas significantes (p<0,05), exceto a variavel Predicted.

O estudo de correlagdo apresentou divergéncias entre os tipos de sequenciamento (Figura 2). A
técnica de Shotgun apresentou alta correlagdo negativa entre Rarefaction e Failed (r = - 0,78) e baixa
associa¢do, também negativa, entre alfa e unknown (r = - 0,12). Por outro lado, na técnica de Amplicon, as
variaveis rarefaction e unknown (r = 0,63) apresentaram a maior correlagdo. Diferentemente, alpha e
predicted (r = - 0,03) apresentaram a menor associagao.

No PCA para Amplicon, foi encontrado um core com menor diversidade de microrganismos, com
maior representacdo de Propionibacterium e Lactobacillus. Em Shotgun, a diversidade do core de
microrganismos foi maior, com maior representagdo de Escherichia e Chitinophaga. Streptococcus foi
considerado altamente representativo em ambas as técnicas de sequenciamento (Figura 3).
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Figure 1: Representacdo grafica da andlise descritiva das varidveis Failed, Predict, Unknown, Alfa e
Rarefaction, segundo a técnica de sequenciamento. (A): Amplicon; (B): Shotgun.
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Figura 2: Estudo de Correlagdo por tipo de sequenciamento das variaveis: Failed, Unknown, Predicted,
Alpha and Rarefaction.
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Figura 3. Cores obtidos por Analise de Componentes Principais (PCA) de Amplicon (a) e Shotgun (b).

DISCUSSAO

Nessa pesquisa foram selecionados metagenomas da saliva humana como material de analise de
microbiomas. A obten¢do de amostras salivares ¢ simples, de facil realizagdo, ndo invasiva, ndo causa
desconforto ao paciente, de baixo custo, e representativa do ambiente oral. A saliva, assim como outros
fluidos bioldgicos contém DNA, RNA, proteinas e produtos metabolicos, além da microbiota. Apesar da
facilidade de sua coleta, o conhecimento do comportamento da microbiota salivar e demais constituintes
ainda ¢ um desafio. Estudos que utilizam andlises sofisticadas como o sequenciamento de ultima geragao,
permitem a investigagdo de diferengas no perfil bacteriano em pacientes com doengas bucais, como cérie e
periodontite, comparados a individuos saudaveis °.

A saliva de individuos com alta experiéncia de cérie ¢ associada a elevada abundancia salivar de
Streptococcus e inumeras espécies de Lactobacillus além de outras bactérias capazes de degradar agucares
e formar polissacarideos extracelulares '°. Amostras de individuos saudaveis com baixa experiéncia de carie
foram associadas a maior abundéancia dos géneros Neisseria , Haemophilus e Fusobacterium, das quais a
maioria das espécies desse género fermenta apenas levemente o agtcar !!. De acordo com Tanner e
colaboradores (2018)!° a composicdo da saliva na cavidade oral é um dos principais os fatores de risco
associados a cérie. A disbiose do biofilme resulta no aumento de espécies acidogénicas e acidtiricas, capazes
de modular a composi¢do do core no biofilme. Enquanto que em casos de gengivite, o aumento da
quantidade de placa ao redor da margem gengival induz a resposta inflamatoéria no hospedeiro, levando ao
aumento dos niveis de bactérias anaerobias, incluindo espécies proteoliticas Gram-negativas, especialmente
as pertencentes aos géneros Prevotella, Porphyromonas, Tannerella, Fusobacterium e Treponema ‘2.

As variaveis estudadas apresentaram comportamentos distintos segundo o tipo de técnica de
sequenciamento. Contudo, o resultado mais expressivo o da variavel Predicted, a inica que ndo apresentou
diferenca estatistica significante entre as técnicas de sequenciamento, demonstrando que, em termos
relativos, as duas técnicas sdo capazes de inferir de forma semelhante a taxonomia no nivel de género. Estes
resultados se assemelham ao observado por Laudadio e colaboradores (2018)", que investigaram a
composi¢ao microbiana do intestino humano. No entanto, os resultados obtidos por Shotgun, permitiram
uma caracterizagdo mais complexa do microbioma, com a identificagdo de maior diversidade e em nivel
taxondmico de espécie, quando comparado ao sequenciamento do 16S rDNA por Amplicon.

No estudo de correlagdo a técnica Shotgun se mostrou com dados mais confidveis, uma vez que o
comportamento esperado das variaveis foi observado apenas nas amostras de Shotgun. Conforme o
observado entre Predicted e Rarefaction, que em Shotgun apresentou correlagdo positiva (r = 0,62). Por sua
vez, em Amplicon a associagdo foi de apenas 0,19. Cabe salientar que conforme o numero sequencias
conhecidas, maior serd o nimero de faxa identificado. De forma semelhante, Failed e Rarefaction
apresentaram alta correlacdo negativa em Shotgun (r = - 0,78), como esperado. Em Amplicon, ndo foi
observado associacdo entre estas variaveis. Isto pode ser explicado em razdo de todos os metagenomas, de
todos os projetos, terem zero como valor para Failed. Este estudo permitiu ainda comprovar que a técnica
de Shotgun ¢é capaz de identificar um nlimero maior de microorganismos presentes na microbiota da saliva
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humana, do que a técnica de Amplicon, evidenciando dessa forma, que a diversidade de taxa ¢ técnica-
dependente, semelhante ao observado por Laudadio e colaboradores (2018)"3.

Em ambos os cores foram encontradas algumas das bactérias j& descritas como pertencentes a
microbiota bucal como, por exemplo, Streptococcus, Lactobacillus e Prevotella. Por outro lado, a presenga
de Corynebacterium, Escherichia, Pseudomonas e Shigella, por exemplo, evidenciam microorganismos
patogénicos nas amostras de saliva. Assim como, também ressaltam a presenca de novo taxa, Chitinophaga,
observado nas amostras sequenciadas de Shotgun. Este género se apresentou com elevada
representatividade nas amostras salivares, devendo ser objeto de investigacdo em novos estudos, que
possam demonstrar sua relagdo e fun¢do junto aos demais taxa na microbiota bucal. Uma vez que estudos
recentes relatam seu potencial patogénico '*13.

CONCLUSAO

A partir desse estudo, pode-se concluir que no core do microbioma salivar humano, podem ser
encontrados géneros de bactérias observados em doengas bucais, mas nao se limitam a eles. Os resultados
indicam que o estudo do core do microbioma salivar oral ¢ técnica-dependente e que a técnica de
sequenciamento influencia a diversidade da microbiota. Os resultados obtidos sugerem que Shotgun e
Amplicon possuem sensibilidades similares de detecg@o no nivel taxonomico de género, apesar da grande
diferenca no nimero de sequencias geradas entre as técnicas, € que as associacdes observadas nas variaveis
em Shotgun apresentam-se de forma mais previsivel e esperada do que em Amplicon.
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