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RESUMO

O objeto deste estudo foi identificar o nucleo do microbioma salivar humano a
partir de dados depositados em um banco de dados publico de projetos metagendmicos e
avaliar a qualidade das sequéncias e dos dados depositados. Os dados de sequenciamento
obtidos por Amplicon e Shotgun foram recuperados de amostras salivares depositadas no
MG-RAST. Os dados foram comparados pelo teste U de Mann-Whitney e a associagao entre
as variaveis Failed, Unknown, Predicted, Alpha e Rarefaction, pela correlagao de Spearman.
Os nucleos dos microbiomas foram inferidos pela Analise de Componentes Principais. Todos
os testes estatisticos utilizaram p <0,05. As anadlises foram realizadas com 3 projetos,
utilizando 245 metagenomas de Amplicon e 164 metagenomas de Shotgun. Todas as
comparagdes entre as variaveis, segundo a abordagem de sequenciamento, apresentaram
diferengas significativas, exceto Predicted. Em Shotgun, a correlagdo mais alta foi entre
Rarefaction e Failed (r = —0,78) e a mais baixa entre Alpha e Unknown (r = -0,12). Em
Amplicon, Rarefaction e Unknown (r = 0,63) tiveram a maior associagéo e a menor foi entre
Alpha e Predicted (r = -0,03). A maior diversidade foi observada em Shotgun.
Propionibacterium, Lactobacillus e Prevotella foram os géneros mais representativos em
Amplicon. Em Shotgun, os géneros mais representativos foram Escherichia, Chitinophaga e
Acinetobacter. O nucleo e a diversidade do microbioma da saliva humana dependem das
abordagens de sequenciamento. Os dados disponiveis sugerem que Shotgun e Amplicon
possuem sensibilidades semelhantes para detectar o nivel taxonémico investigado, embora

Shotgun permita uma analise mais profunda da diversidade de microrganismos.

Palavras-chave: Microbioma. Sequenciamento de nova geragéo. Saliva. Base de dados de
sequéncias.



ABSTRACT

The aim of this study was to identify the core of the human saliva microbiome from
data deposited in a public database of metagenomic projects and evaluate the quality of the
sequences and deposited data. Sequencing data obtained by Amplicon and Shotgun were
recovered from salivary samples deposited in MG-RAST. Data were compared using Mann-
Whitney U test and the association among Failed, Unknown, Predicted, Alpha and Rarefaction
variables, by Spearman's correlation. Microbiomes cores were inferred by Principal
Component Analysis. All statistical tests used p <0.05. Analyses were carried out with 3
projects, using 245 Amplicon metagenomas and 164 Shotgun metagenomas. All comparisons
among variables, according to the sequencing approach, showed significant differences,
except for Predicted. In Shotgun, the highest correlation was between Rarefaction and Failed
(r = -0.78) and the lowest between Alpha and Unknown (r = —0.12). In Amplicon, Rarefaction
and Unknown (r = 0.63) had the highest association and the lowest was between Alpha and
Predicted (r = —0.03). The greatest diversity was observed in Shotgun. Propionibacterium,
Lactobacillus and Prevotella were the most representative genera in Amplicon. In Shotgun, the
most representative genera were Escherichia, Chitinophaga and Acinetobacter. Core and
diversity of human saliva microbiome depend on sequencing approaches. Available data
suggest that Shotgun and Amplicon have similar sensitivities to detect the investigated

taxonomic level, although Shotgun allows a deeper analysis of the diversity of microorganisms.

Key words: Microbiome. Next generation sequencing. Saliva. Sequence database.
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1 INTRODUGAO

Doencas bucais como a carie e as doengas periodontais ainda sao consideradas
problemas de saude publica, seja decorrente de suas incidéncias e prevaléncias, seja pelo
impacto as condi¢gdes de saude que acarretam progressivamente ao longo da vida (Tonetti et
al., 2017; Lamont et al., 2018; Peres et al., 2019) . Apesar do avango no desenvolvimento de
materiais e técnicas de prevengéo e tratamento, os ultimos vinte e cinco anos néo foram

suficientes para modificar a importancia dessas doengas (Kassebaum et al., 2017).

O termo microbioma representa o ambiente em que uma complexa comunidade
de microorganismos o compartilha, uma regido do organismo no hospedeiro em que a
microbiota nele se mantém por meio de relagbes comensais e/ou simbitticas (Lederberg,
2004). Assim, enquanto o hospedeiro fornece um ambiente seguro, umido e nutritivo, a
microbiota fornece beneficios essenciais como a exclusao de potenciais patégenos e a
colonizagao de superficies, contribuindo para o desenvolvimento das defesas do hospedeiro
(Blum, 2017).

A cavidade oral humana abriga uma complexa microbiota, com cerca de 700 taxa
bacterianos, além de protozoarios, arqueas, virus e fungos (The Human Microbiome Project,
2012; Chen e Jiang, 2014). Essa complexa comunidade € o principal agente da manutengao
da sua estabilidade (homeostase) ou de mudangas que levam ao seu desequilibrio (disbiose),
resultando em condigbes que propiciam o surgimento de doengas bucais como a carie e as
doencgas periodontais. No entanto, fatores como o local em que a microbiota se estabelece e
a idade, o estilo de vida e a genética do hospedeiro podem fazer variar a composigéo do
microbioma (Kilian et al., 2016). Hospedeiros saudaveis podem manter por até sete anos a
composic¢ao de seus microbiomas orais em cerca de 99,7% (Rasiah et al., 2005; David et al.,
2014; Rosier et al., 2018).

A transicdo entre o estado de saude para o de doenca é caracterizado pela
mudanga da estrutura do microbioma. Sua estrutura é alterada tanto em composicéo
(diversidade), como pela a quantidade (abundancia) dos componentes do microbioma,
acompanhadas pelo surgimento e o predominio de novos constituintes (Fakhruddin et al.,
2019). Fatores como a elevada ingesta de carboidratos e a inflamagao representam forgas
motrizes que promovem mudangas na composigao da microbiota oral (Tanner et al., 2018).
Na carie a mudancga das condi¢oes ambientais, torna o meio mais acido e propenso a selegao
de bactérias aciduricas e acidogénicas (Tanner et al., 2018), como os géneros Streptococcus,
Actinomyces, Bifidobacterium e Lactobacillus, que desempenham fungdo importante no

desenvolvimento da doenga (Takahashi e Nyvad, 2011) formando polissacarideos
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extracelulares e impermeaveis (Tanner et al., 2018; Willmann et al., 2018). Por outro lado,
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 desses géneros fermentam levemente o acucar (Belstram et al., 2017).

As doencas periodontais, por sua vez, sdo caracterizadas pela inflamagao
promovida pelo acumulo de placa, levando ao aumento da proporgao de bactérias anaerdbias
e com agao proteolitica (Sanz et al., 2017). Eubacterium saphenum, Tannerella forsythia,
Filifactor alocis, Streptococcus mitis | parasanguinis, Parvimonas micra, Prevotella sp.,
Phocaeicola sp. e Fretibacterium sp. (Lundmark et al., 2019) sao associadas ao aumento da
placa ao redor da margem gengival, estimulando a resposta inflamatdria no hospedeiro.
Enquanto que o aumento dos niveis de bactérias anaerdbias, incluem espécies proteoliticas
Gram-negativas (Noguera-Julian et al., 2017), especialmente pertencentes aos géneros

Prevotella, Porphyromonas, Tannerella, Fusobacterium e Treponema (Willmann et al., 2018).

O crescente conhecimento sobre a dinamica do microbioma oral tem enfatizado a
importancia da composigao de espécies para a manutengao das condigdes de saude (Tanner
et al., 2018). Apesar de nao estarem associadas aos mesmos grupos de microorganismos, a
carie e as doencas periodontais sdo desencadeadas e mantidas pela interagao da microbiota
com o hospedeiro (Lamont et al., 2018). No entanto, os microorganismos associados a ambas
as doencgas tém como principais caracteristicas a elevada especializacdo metabdlica e a

capacidade de se organizarem em biofilmes microbianos multiespécies (Sanz et al., 2017).

A caracterizagao de perfis microbianos das doengas bucais (Tanner et al., 2018;
Fakhruddin et al., 2019; Nibali et al., 2020; Nomura et al., 2020) tem sido alvo de interesse
dos pesquisadores a fim de se identificar padroes de composicdo do microbioma oral as
condicbes de saude bucal. Para isso, é importante utilizar marcadores biologicos
(biomarcadores) representativos. Com o avango recente dos ensaios de proteinas, altamente
sensiveis, a saliva e o fluido crevicular gengival passaram a ser utilizados para a identificagéo
de biomarcadores importantes, com varias aplicagbes na odontologia (Papagerakis et al.,
2019).

A saliva € um fluido biolégico contido nas secregbes glandulares (parétida,
submandibular, sublingual e glandulas salivares menores), desempenhando um papel
fundamental para a manutengao e estabilidade da homeostase do ambiente intra-oral (Rosier
et al., 2018). Além disso, sua coleta é facil, ndo invasiva, de baixo custo, ndo causa
desconforto ao paciente e é representativa do ambiente intra-oral (Dawes e Wong, 2019).

Nela podem ser encontradas células da mucosa oral, sangue, fluido crevicular gengival e,
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similarmente ao soro e outros biofluidos, contém biomoléculas como DNA, mRNA, microRNA,
proteinas, metabdlitos e microrganismos (Spielmann e Wong, 2011). Mudangas na
concentracao destes constituintes podem ser usadas para a identificacdo precoce de
desequilibrios associado a doengas orais e sistémicas, auxiliar na avaliagdo de prognésticos,

de riscos de doengas e no acompanhamento da resposta a tratamentos (Buzalaf et al., 2020).

A limitagdo dos métodos tradicionais para a identificagdo de microorganismos e o
crescente interesse nas comunidades das microbiotas pode, através do desenvolvimento das
tecnologias de sequenciamento de DNA, investigar ndo s6 0s microorganismos cultivaveis
mas, também os nao cultivaveis e explorar suas relagdes ecoldgicas, isto €, com o ambiente

e entre os demais constituintes da microbiota.

As abordagens de sequenciamento mais recentes s&o denominadas
Sequenciamento de Nova Geragdo (NGS) (Vincent et al., 2017). Uma caracteristica
importante dessas abordagens é a elevada producdo de dados gerados a serem tratados e
analisados (Boers et al., 2019; Gupta et al., 2019; Liu et al., 2020).

Amplicon e Shotgun sdo as duas abordagens de NGS utilizadas atualmente. A
técnica de sequenciamento genético de Amplicon é realizada a partir do produto gerado pela
reagdo em cadeia da polimerase (polymerase chain reaction - PCR), que amplifica
marcadores genéticos como o gene 16S rRNA do genoma bacteriano. Esse marcador
representou o0 padrdo para os estudos da composicdo das comunidades bacterianas, e
permite estudar e diferenciar bactérias sequenciando diferentes regiées do gene. A utilizagao
do gene 16S rRNA impulsionou a identificagdo de microrganismos nao cultivaveis ja que seu
sequenciamento ndo depende de métodos de cultura e, portanto, muitas espécies bacterianas
que antes nao eram detectadas por ndo poderem ser cultivadas, passaram ser detectadas
(Roberts e Darveau, 2015). Porém, embora consiga identificar diferentes espécies de
bactérias, esse método € limitado, uma vez que nao é capaz de identificar subespécies nem
identificar microrganismos que ndo sejam detectados pelo marcador genético (Caselli et al.,
2020). Por sua vez, a técnica de sequenciamento de Shotgun, é capaz de sequenciar
diretamente todo o DNA extraido de uma amostra, produzindo informagdes de todos os genes
detectados, incluindo o gene 16S rRNA. Esse método pode fornecer informagdes sobre quais
genes estao presentes na amostra e detectar microrganismos nao detectaveis por Amplicon
(Boers et al., 2019).

O crescente desenvolvimento das metodologias de sequenciamento aprimorou a
qualidade e a rapidez dos resultados a um custo mais acessivel. Mas, ampliou também a

elevada quantidade da geragao de dados, requerendo o uso de ferramentas computacionais
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especificas para o tratamento, processamento e analise dos resultados. Dados gerados por
sequenciamento, normalmente sao depositados em bases de dados de dominio publico
(Boers et al., 2019; Nibali et al., 2020). Um dos pioneiros em plataformas de armazenamento
e analise de dados metagendmicos é o portal Metagenomics - Rapid Annotation using
Subsystems Technology (MG-RAST), langado em 2008 que pode ser acessado no enderego
https://www.mg-rast.org/. O MG-RAST é um sistema de codigo aberto em que sao
depositados e disponibilizados gratuitamente dados metagenémicos (Meyer et al., 2008). Por
meio dele, pode-se capturar dados de forma agrupada, por projetos ou tipo de amostras,
dados da diversidade de microrganismos, de qualidade das sequéncias e compara-las a
sequéncias ja descritas em outros bancos de dados, permitindo assim reconhecer se estas
sequéncias correspondem a de microrganismos presentes nas amostras (Paczian et al.,
2019).

Com o intuito de conhecer a composicao e a inter-relagdo entre os componentes
do microbioma oral humana este trabalho investigou a diversidade da microbiota salivar e
seus componentes mais representativos (core), através de sequéncias obtidas por Amplicon
e Shotgun depositadas na base MG-RAST. O estudo do core do microbioma salivar humano
é crucial para a identificagdo precoce de disbioses promotoras de doencas bucais e
sistémicas, para o desenvolvimento de novos métodos de diagndstico e de prevengéao e para
o desenvolvimento de novos farmacos, capazes de atuar de forma balanceada no equilibrio

ecologico do microbioma oral.
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Resumo

Antecedentes: A microbiota oral é considerada a segunda mais complexa do corpo
humano e sua disbiose pode ser responsavel por doengas bucais. As interagdes entre
as comunidades de microrganismos e o hospedeiro permitem estabelecer os perfis
microbioldgicos. Identificar o core do microbioma é essencial para prever doengas e
mudangas na microbiota oral.

Métodos: Foi recuperada uma busca no portal MG-RAST sobre os projetos
depositados entre 2014 e 2019 e contendo o termo “SALIVA”. Todos os dados foram
verificados quanto a normalidade e homocedasticidade. Os conjuntos de dados
metagendmicos Amplicon e Shotgun foram comparados usando o teste U de Mann-
Whitney. A associagdo entre as variaveis Failed, Unknown, Predicted, Alpha e
Rarefaction foi realizada pela correlacdo de Spearman. Os cores dos microbiomas
foram inferidos por Analise de Componentes

Principais. Para todos os testes estatisticos, foi utilizado p<0,05.

Resultados: O estudo foi realizado com 3 projetos, envolvendo 245 sequéncias de
Amplicon e 164 de Shotgun. Todas as comparagdoes das varidveis, de acordo com o
tipo de sequenciamento, apresentaram diferencas significativas, exceto Predicted.
Em Shotgun a associa¢do mais elevada foi entre Rarefaction e Failed (r=-0,78) e a
mais baixa entre Alpha e Unknown (r = -0,12). Em Amplicon as varidveis
Rarefaction e Unknown (r = 0,63) apresentaram a associagdo mais alta e a mais
baixa foi entre Alpha e Predicted (r = -0,03). Shotgun apresentou maior diversidade
que Amplicon. Propionibacterium, Lactobacillus e Prevotella foram os géneros
mais representativos no sequenciamento por Amplicon. Em Shotgun os géneros mais
representativos foram Escherichia, Chitinophaga e Acinetobacter.

Conclusoes: O core do microbioma salivar e a diversidade de géneros sdo
dependentes das abordagens de sequenciamento. Os dados disponiveis sugerem que
Shotgun e Amplicon possuem sensibilidades semelhantes para detectar o nivel
taxondmico investigado, embora Shotgun permita uma analise mais profunda da
diversidade de microrganismos. A escolha das abordagens metagendmicas deve
considerar suas caracteristicas e limitagdes. Foram identificados 20 géneros no core
do microbioma salivar, independente do estado de saude do hospedeiro. Algumas
bactérias do core precisam de estudos adicionais para compreender melhor seu
papel na cavidade oral. Palavras-chave: Microbioma; Saliva; MG-RAST; Amplicon;
Shotgun; eHOMD.
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Introducgao

Metagendmica € uma técnica capaz de identificar DNA de microrganismos nao cultivaveis
obtidas de amostras ambientais (Handelsman et al, 1998). Desde o desenvolvimento do
sequenciamento de nova geragdo (NGS), esta técnica tem sido amplamente utilizada em
varios estudos cientificos (Frées et al, 2016; Mardis, 2008; Tierney et al, 2019). Um dos
desafios da metagenémica é trabalhar com um grande volume de dados gerados por
sequenciamento e analise. Na bioinformatica, os dados de sequenciamento devem ser
depositados em banco de dados publicos para amplo acesso € normalmente € acompanhada
pela publicagdo de um estudo cientifico. Desde 2008 varias bases de dados especializadas
tém permitido o depdsito de dados brutos e analisados de projetos de metagendmica
(Leinonen et al, 2011; Meyer et al, 2008). Um dos pioneiros em plataformas de
armazenamento para analise de dados metagendmicos é o portal de acesso publico MG-
RAST (Meyer et al, 2008).

No portal Metagenomics - Rapid Annotation using Subsystems Technology (MG-RAST) estao
depositados projetos gerados a partir de diferentes abordagens metagenémicas como
Amplicon, Shotgun e Metatranscriptomica. O sequenciamento do Amplicon (ou
metabarcoding) é feito usando produtos da reagdo em cadeia da polimerase (PCR), que
amplifica genes marcadores como 16S rRNA, 23S rRNA e 18S rRNA. A metagenémica
Shotgun é empregada para o sequenciamento total de DNA de amostras ambientais,
enquanto a Metatranscriptémica € usada para sequenciar todo o RNA extraido das amostras.

O microbioma oral humano é considerado o segundo mais complexo do corpo humano e é
composto por mais de 700 espécies (Dewhirst et al, 2010) das quais 54% sé&o cultivaveis,
14% cultivaveis mas nao identificaveis, além de 32% de microrganismos impossiveis de
cultivar e de identificar (Caselli et al, 2020).

Estudos recentes comprovaram a existéncia de uma relagao intrinseca entre as condicbes
ambientais e os perfis do microbioma (Caselli et al, 2020; Frées et al, 2016; Wang et al, 2020).
A disbiose da microbiota oral pode ser responsavel por doengas orais, como caries, placa
bacteriana e doengas periodontais (Nibali et al, 2020; Nomura et al, 2020; Papapanou et al,
2020). As interagdes entre o hospedeiro e a microbiota permitem estabelecer diferengas nos
perfis do microbioma devido as condi¢gdes de saude ou doenga (Tanner et al, 2018). Nas
ultimas décadas, o desenvolvimento de metodologias e analises para a identificagéo e
caracterizacdo de microbiomas tem permitido prever doengas associadas a mudangas no
ambiente e seus reflexos na microbiota, particularmente aquelas que compartiiham o mesmo
nicho (Shade e Handelsman, 2012), O conjunto de microrganismos que compartilham o
mesmo nicho é chamada de nucleo ou core (Shade e Handelsman, 2012). A Identificagéo do
microbioma core € possibilita predizer o quao “saudavel’ esse ambiente se encontra (Shade
e Handelsman, 2012). A literatura aponta que os 10% de microorganismos prevalentes no
core devem ser considerados dominantes na microbioma. Por outro lado, os 65% menos
predominantes devem ser considerados raros (Ugland e Gray, 1982). No entanto, ainda nao
necessarios estudos que investiguem a relagdo do core com 0 meio ambiente e a saude do
hospedeiro, a fim de auxiliar a prevengdo de doencas, a resposta a tratamentos e o
restabelecimento das condi¢cbes de saude (Shade e Handelsman, 2012).
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TEXTO PRINCIPAL

Métodos

Este estudo teve como objetivo investigar o nucleo do microbioma oral em amostras de saliva,
independentemente das condi¢des do hospedeiro, utilizando o banco de dados do portal MG-
RAST, durante o periodo de cinco anos.

Foram selecionados projetos cadastrados entre 2014-2019, contendo como palavrachave o
termo “saliva” na variavel Material (material = 'SALIVA'). Um script desenvolvido em Python
foi desenvolvido para automatizar a recuperagao de dados para projetos selecionados. Os
dados recuperados foram armazenados em uma planilha. Apenas projetos de metagenémica
foram considerados para este estudo. Apenas os resultados obtidos por Amplicon e Shotgun
foram investigados. Além disso, apenas projetos com ambas as abordagens e com trés ou
mais conjuntos de dados de metagenomas foram considerados para este estudo.

As variaveis Failed, Unknown, Predicted, Alpha e Rarefaction (Tabela 1) foram selecionadas
para avaliar a qualidade e a predicdo taxonbmica das sequéncias, além da riqueza e
abundancia de espécies. Dados taxondmicos, em nivel de género, foram recuperados dos
projetos selecionados para o estudo do nucleo do microbioma.

VARIAVEL DESCRICAO NOME MG-RAST

Failed Reads com qualidade baixa QC failed

Unknown Reads sem taxonomia QC unknown

Predicted Reads com taxonomia QC predicted

Alpha indice de Shannon da ALPHA
diversidade alfa

Rarefaction Valor do ponto mais altoda RAREFACTION
curca de rarefacao

Type Abordagem de Sequence type
sequenciamento

Taxonomy Taxonomia no nivel de Taxonomy
género

Tabela 1: Variaveis recuperadas no MG-RAST. As variaveis Failed, Unknown, Predicted,
Alpha e Rarefaction foram utilizadas na analise descritiva e de correlagdo. O tipo representa
a abordagem de sequenciamento (Amplicon ou Shotgun). A variavel Taxonomy contém os
géneros encontrados nas amostras que foram usadas no estudo de Analise de Componentes
Principais (PCA).

O software R versao 3.6.1 (R Core Team 2020) foi usado para a analise estatistica. Todos os
dados foram verificados quanto a normalidade e homocedasticidade. O sequenciamento por
Amplicon e por Shotgun foram comparados usando o teste U de Mann-Whitney. A associagéao
entre a qualidade das sequéncias, a previsdo taxondmica e a diversidade identificada e
esperada foram realizadas pela correlagcdo de Spearman. Os cores dos microbiomas foram
obtidos por Analise de Componentes Principais (PCA), para avaliar os organismos mais
representativos nas amostras. O nivel taxondmico de género foi utilizado para padronizar os
resultados. Para todos os testes estatisticos, foi utilizado p <0,05.
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O diagrama de Venn foi usado para comparar os cores entre obtidos por Amplicon, Shotgun
e o depositado no banco de dados expanded Human Oral Microbiome Database (eHOMD)
(Escapa et al, 2018).

Resultados

O script em Python recuperou 476 conjuntos de dados de metagenoma, dos quais 332 foram
de Amplicon, 142 de Shotgun e 2 metatranscriptomas. Para este estudo, os
metatranscriptomas foram descartados. Os 474 metagenomas restantes representaram 12
projetos de sequenciamento. Destes, apenas 4 projetos tinham metagenomas com
abordagens de sequenciamento por Amplicon e por Shotgun. Assim, 8 projetos foram
descartados. Além disso, 1 projeto tinha apenas 1 metagenoma para cada tecnologia e
também foi descartado. O estudo foi realizado com 3 projetos, com 245 obtidos por Amplicon
e 164 por Shotgun (Tabela 2).

Projeto Abordagem Quantidde de

metagenomas
mgp3474 Amplicon 95
mgp4843 Amplicon 97
mgp7236 Amplicon 53
mgp3474 Shotgun 8
mgp4843 Shotgun 73
mgp7236 Shotgun 83

Tabela 2: Quantidade de metagenomas por projeto e abordagem de sequenciamento.

A Figura 1 mostra os resultados da analise descritiva das variaveis numéricas. Para os
conjuntos de dados de sequenciamento por Amplicon, ndo houve sequéncia com problemas
de qualidade. Todas as variaveis de ambas as abordagens apresentaram distribuicdo nao
gaussiana, com excegdo da variavel Alpha em Shotgun. Todas as comparagbes das
variaveis, segundo o tipo de sequenciamento, apresentaram diferengas significativas (p
<0,05), exceto a variavel Predicted (p = 0,4307).

O estudo de correlagéo das cinco variaveis mostrou divergéncias entre as abordagens de
Amplicon e Shotgun (Figura 2). A maioria das correlagdes das variaveis nos conjuntos de
dados de Amplicon foi positiva, ao contrario do que foi observado em Shotgun. Em Shotgun,
a correlacédo mais alta foi entre Rarefaction e Failed (r = -0,78) e a mais baixa entre Alfa e
Unknown (r = -0,12). Em Amplicon, as variaveis Rarefaction e Unknown (r = 0,63) tiveram a
maior correlagdo enquanto que a menor associagao foi entre Alfa e Predicted (r = —0,03).

A PCA identificou cores de microbiomas com géneros diferentes entre Amplicon e Shotgun.
Os conjuntos de dados de Shotgun mostraram um numero maior de géneros do que o
Amplicon. Os 10 principais géneros mostram que apenas Prevotella e Streptococcus séo os
mais representativos nos cores de ambas as abordagens. Enquanto Propionibacterium,
Lactobacillus e Prevotella foram os géneros mais representativos nos conjuntos de dados
obtidos por Amplicon. Escherichia, Chitinophaga e Acinetobacter (Figura 3 e Figura 4) foram
0s géneros mais representativos obtidos por Shotgun. Os géneros presentes no cores dos
microbiomas de Shotgun e Amplicon estéo listados em Material Suplementar (S1).



17

Ao comparar Shotgun e Amplicon e eHOMD foi identificado um core comum ou compartilhado
contendo 20 géneros (Tabela 3). Os conjuntos de dados eHOMD e

Shotgun compartilham um core com 39 géneros, entre eHOMD e Amplicon o core em comum
contém 9 géneros e entre Shotgun e Amplicon o core é de apenas 7 géneros (Figura 5). Os
nomes completos dos géneros dos diferentes cores compartilhados estdo disponiveis no
Material Suplementar (S2).

Gram Género Relacdo com doencgas orais
Acinetobacter Carcinoma de células escamosas
(Zhang et al, 2019b)
Delftia Lingua geograéfica (Dafar et al, 2017)
Dialister Sindrome de Sjogren (Sharma et al,
2020)
Gram-negativa Enterobacter Estomatite associada ao uso de protese
(Pereira et al, 2013)
Haemophilus Carcinoma de células escamosas
(Guerrero-Preston et al, 2016)
Moraxella Peri-implantite (de Melo et al, 2020)
Neisseria Condigbes periodontais saudaveis
(Yamashita and Takeshita, 2017)
Prevotella Doenca periodontal (Yamashita and
Takeshita, 2017)
Pseudomonas Cancer oral (Kakabadze et al, 2020)
Ralstonia Periodontite (Sun et al, 2020)

Sphingomonas

Ulcera aftosa recorrente (Yu et al, 2020)

Gram-positiva

Actinomyces
Bacillus
Corynebacterium
Lactobacillus

Micrococcus

Mycobacterium
Rothia
Staphylococcus

Streptococcus

Carie (Gao et al, 2016)

Carie (Ratna Sudha et al, 2020)
Biofilme (Esberg et al, 2020)
Carie (Gao et al, 2016)

Atividade da lisozima (Gennari et al,
2019)
Infecgao dentaria (Cortela et al, 2015)

Carie (Vieira et al, 2019)
Sialoadenite aguda (Ogle, 2020)
Carie (Gao et al, 2016)

Tabela 3: Géneros de bactérias do core do microbioma da saliva humana e sua relagdo com

doencas bucais.
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Discussao

Nesta pesquisa, metagenomas de saliva humana foram selecionados para analise do core
do microbioma oral. A obtencdo de amostras salivares é simples, de facil execugdo, nao
invasiva, ndo causa desconforto ao paciente, € econémica e representativa do meio bucal. A
saliva, como outros fluidos bioldgicos, contém DNA, RNA, proteinas e produtos metabdlicos,
que sdo componentes do hospedeiro, de sua microbiota e do produto de suas interacdes.
Apesar da facilidade de coleta, o conhecimento do comportamento da microbiota salivar e de
outros constituintes ainda € um desafio. Estudos utilizando analises sofisticadas, como o
sequenciamento de Ultima geragéo, permitem investigar diferengas no perfil bacteriano em
pacientes com doencgas bucais, como carie e periodontite, em comparagdo com individuos
saudaveis (Suarez Moya, 2017).

A saliva de individuos com alta experiéncia de carie esta associada a uma alta abundancia
salivar de Streptococcus e inUmeras espécies de Lactobacillus, além de outras bactérias
capazes de degradar agucares e formar polissacarideos extracelulares (Tanner et al, 2018).
Amostras de individuos saudaveis com baixa experiéncia de carie foram associadas a maior
abundéancia dos géneros Neisseria, Haemophilus e Fusobacterium, dos quais a maioria das
espécies deste género fermenta parcialmente o acgucar (Belstroam et al, 2017). Segundo
Tanner et al (2018), a composigao da saliva na cavidade oral € um dos principais fatores de
risco associados a carie. Desequilibrio no ambiente tende a disbiose do biofilme resultando
no aumento de espécies acidogénicas e aciduricas, capazes de modular os componentes
centrais do biofilme. Ja nos casos de gengivite, 0 aumento da quantidade de placa ao redor
da margem gengival induz a resposta inflamatdria no hospedeiro, levando ao aumento dos
niveis de bactérias anaerdbias, incluindo espécies proteoliticas Gram-negativas,
principalmente as pertencentes aos géneros Prevotella, Porphyromonas, Tannerella |,
Fusobacterium e Treponema (Willmann et al, 2018).

As variaveis utilizadas neste estudo apresentaram comportamentos distintos, de acordo com
a abordagem de sequenciamento. Porém, o resultado mais expressivo foi observado na
variavel Predicted, a Unica que nao apresentou diferenga estatisticamente significativa entre
as abordagens de sequenciamento, demonstrando que, em termos relativos, as duas
abordagens sédo capazes de inferir a taxonomia de forma semelhante para géneros de
bactérias. Esses resultados sdo semelhantes aos observados por Laudadio et al (2018), que
investigou a composi¢ao microbiana do intestino humano. Porém, os resultados obtidos por
Shotgun, permitiram a caracterizagdo mais complexa do microbioma, com a identificagao de
maior diversidade e ao nivel taxondbmico das espécies, quando comparado ao
sequenciamento do rDNA 16S por Amplicon. A maioria dos estudos de rDNA 16S usa regides
do gene com variabilidade para identificar a taxonomia da microbiota até o nivel de género
(Wade, 2013).

Observou-se no conjunto de dados de obtidos por Amplicon que todos os projetos nao
apresentaram sequéncias com falhas de qualidade (Failed = 0). Este resultado foi inesperado.
Mesmo o sequenciamento por Amplicon pode apresentar falhas de qualidade no processo de
sequenciamento. Isso pode ter influenciado a andlise de correlagao que mostrou associagdes
baixas ou nulas entre as variaveis. Apenas Rarefaction e Unknown apresentaram associagao
maior que 0,50 (r = 0,63). O comportamento esperado para estas variaveis ser a de uma
associacdo inversa. Uma vez que o maior numero de sequéncias nao inferidas determina o
menor numero de organismos potencialmente descobertos.

Shotgun apresentou conjuntos de dados mais confidveis uma vez que foi observado o
comportamento esperado das variaveis, o que pode ser exemplificado pela associacao entre
Failed e Rarefaction. E esperado que estas variaveis apresentem associacdo inversa. O
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maior numero de sequéncias com falha de qualidade determina o menor numero de
sequéncias a serem inferidas, afetando a curva de rarefacdo. Esse foi exatamente o
comportamento observado em Shotgun para essas variaveis (r = —0,78). Por outro lado,
Predicted e Rarefaction devem ter associagao direta, o que também foi observado (r = 0,62).

Tanto em Amplicon quanto nos cores obtidos em Shotgun, foram encontrados géneros de
bactérias ja associadas a carie e a doengas periodontais, como Streptococcus, Lactobacillus
e Prevotella (Belstram, 2020; Streckfus, 2015).

A presencga de géneros como Corynebacterium, Escherichia, Pseudomonas e Shigella mostra
que outros microrganismos patogénicos também podem ser identificados em amostras de
saliva.

Além da facilidade de coleta e conforto para o paciente, a saliva tem se mostrado um material
biolégico capaz de refletir a dinamica das condigdes de saude e doengas metabdlicas,
imunolégicas ou infecciosas, refletindo disbioses de origem local e sistémica, como carie,
doencas periodontais, diabetes, artrite reumatéide (Zhang et al, 2015), cancer e, mais
recentemente, SARS-COV-2 (Fini, 2020; Streckfus, 2015).

Nas amostras estudadas foi identificada a presenga do género Chitinophaga, um taxon
recentemente descrito e observado apenas em sequenciamentos realizados por Shotgun.
Este género foi altamente representativo nas amostras salivares, semelhante a géneros como
Escherichia, Acinetobacter, Streptococcus e Shigella (Figura 3). O potencial patogénico
desse género ja foi relatado (Crémet et al, 2009; Tran et al, 2020).

No entanto, seu papel no microbioma oral ainda é desconhecido.

De acordo com a literatura (Jovel et al, 2016; Laudadio et al, 2018), o PCA identificou o maior
numero de géneros representativos em sequenciamentos realizados por Shotgun do que por
Amplicon (Figura 3). As diferengas entre as abordagens podem explicar os resultados. Em
Shotgun o DNA de todos os organismos da amostra é extraido e sequenciado diretamente.
Por outro lado, no sequenciamento por Amplicon, apenas os fragmentos de DNA que foram
alinhados ao primer serdo sequenciados. A escolha do primer parece ser um fator crucial
para evitar vieses na analise taxonémica (Rintala et al, 2017).

Os resultados de Tessler et al (2017) foram diferentes dos nossos. O sequenciamento do
Amplicon teve um desempenho melhor do que observado por Shotgun para identificagao
taxondmica em niveis de filo e familia em amostras de agua doce.

A especificidade dos primers pode restringir o conjunto de microrganismos encontrados em
estudos de sequenciamento por Amplicon (Clarridge, 2004). Assim, a escolha do método de
sequenciamento bem como a sele¢do dos primers séo caracteristicas importantes a serem
consideradas na analise de estudos de microbioma (Clarridge, 2004).

Estudos de microbioma comparando os dois métodos de sequenciamento para as mesmas
amostras sugerem que seus resultados podem ser comparaveis. Neste estudo, observamos
que os dados produzidos por Shotgun, de amostras salivares disponiveis na plataforma MG-
RAST, podem fornecer a identificagdo de um maior numero de géneros, evidenciando a
complexidade do microbioma oral, seja pela diversidade de géneros ou pelo papel que eles
podem desempenhar no microbioma salivar (Rintala et al, 2017).

Na comparagao entre nossos resultados e os dados do projeto eHOMD, foi possivel identificar
20 géneros (Figura 5) que sdo compartilhados por todos os projetos armazenados no MG-
RAST e eHOMD, podendo ser considerados o core principal do microbioma salivar humano,
independente da condigdo de saude do hospedeiro (Tabela 3). Nessa lista, podemos
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encontrar géneros ja descritos na literatura, por exemplo Lactobacillus, Sreptococcus
(Yoshizawa et al, 2013) e Rothia (Vieira et al, 2019) envolvidos na doenca carie. Bem como,
Prevotella cujos estudos apontam para uma relagao com a doenga periodontal (Yamashita e
Takeshita, 2017). Estudos mais recentes descrevem o papel desempenhado por bactérias
como Micrococcus com atividade de lisozima (Gennari et al, 2019), Ralstonia associada ao
Transtorno do Espectro Autistico (Ragusa et al, 2020) e Acinetobacter, relacionada ao
carcinoma de células escamosas oral (Zhang et al, 2019a). Outras bactérias listadas neste
core ainda requerem mais estudos para a melhor compreensdo de suas relagdes no
microbioma oral.

Esse resultado deve ser interpretado com cautela, pois apenas a presenga dos géneros néo
determina a condicdo do hospedeiro. A abundancia e a relagcdo entre os géneros,
pertencentes ou ndo ao nucleo, tém papel relevante na associacdo da microbiota salivar com
a condigéo do hospedeiro (Dewhirst et al, 2010).

Conclusoes

Este estudo demonstrou que na microbiota representativa da saliva humana foram
identificados géneros de bactérias patogénicas observadas em doengas bucais, mas nao se
limitam a elas.

O nucleo do microbioma salivar e a diversidade de géneros dependem das abordagens de
sequenciamento. Os dados disponiveis sugerem que Shotgun e Amplicon tém sensibilidades
semelhantes para detectar o nivel taxondmico investigado, embora Shotgun permita uma
analise mais profunda da diversidade de microorganismos.

A escolha das abordagens metagendmicas deve considerar suas caracteristicas e limitagdes.
Shotgun pode fornecer uma grande contribuigdo para o conhecimento da composi¢ao da
microbiota salivar, para a identificagdo de marcadores para diagnostico e para a identificagao
de perfis capazes de definir condi¢cdes de saude ou doenga. Por outro lado, Amplicon pode
ser uma escolha eficiente e de baixo custo em estudos nos quais o microrganismo de
interesse ja seja conhecido. Também pode ser usado para verificagdo posterior dos
resultados obtidos por Shotgun.

Abreviacoes

NGS: Sequenciamento de nova geragao.
PCR: reacdo em cadeia da

polimerase. PCA: Analise de
Componentes Principais.

eHOMD: banco de dados expandido do microbioma oral humano.

Aprovacgao ética e consentimento para participar
Nao aplicavel.

Consentimento para publicagao

Nao aplicavel.
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Arquivos Adicionais

Arquivo adicional 1 - S1 - Core do Microbioma entre Shotgun e Amplicon

Arquivo texto com a lista de géneros do core do microbioma de Shotgun e de Amplicon.

Arquivo adicional 2 - S2 - Core do Microbioma entre Shotgun, Amplicon e eHOMD
Arquivo texto com a lista de géneros pertencentes ao core do microbioma entre Shotgun, Amplicon e
dados do eHOMD.
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Figura 1: Analise descritiva. O Boxplot mostra a distribuicao dos dados das variaveis Failed,
Unknown, Predicted, Alpha e Rarefaction, comparando as abordagens de sequenciamento
de (A) Amplicon e (B) Shotgun. A analise de normalidade foi realizada pelo teste Shapiro Wilk.
O teste U de Mann-Whitney avaliou as diferencas das variaveis entre as abordagens de
sequenciamento. Todas as variaveis apresentaram diferenga significativa (p <0,05) entre o
Amplicon e Shotgun, exceto Predicted. Observe que Failed ndo apresentou nenhum dado em
Amplicon.
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Figura 2: Analise de correlagdo. O teste de Spearman avaliou as associagdes entre as
variaveis Failed, Unknown, Predicted, Alpha e Rarefaction de (A) Amplicon e (B) Shotgun.
Todas as associag¢des foram positivas em Amplicon. Em Shotgun, Failed e Unknown tiveram
associagao negativa com Predicted, Alpha e Rarefaction.
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Figura 3: Analise de componentes principais. Bi-plot mostrando a representatividade dos
géneros presentes no core das abordagens (A) Amplicon e (B) Shotgun. Os graficos mostram
as dimensdes com maiores variancias.
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Figura 4: AS 10 principais bactérias o microbioma salivar humano obtido por Amplicon e
Shotgun. Contribuicdo dos principais géneros nas dimensbes 1 e 2 da Analise de
Componentes Principais (PCA) de Amplicon e Shotgun. Sequenciamento do Amplicon: (A)
dimensao 1 e (B) dimenséao 2. Shotgun: (C) dimensao 1 e (D) dimensao 2.
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Figura 5: Cores dos microbiomas salivares. Diagrama de Venn mostrando cores de
microbiomas compartilhados entre Amplicon, Shotgun e eHOMD.
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3 CONCLUSAO

O nucleo do microbioma oral humano é constituido por géneros de bactérias
associados a doengas bucais, como a carie e a periodontite. Mas também por géneros com
grande representatividade nas amostras estudadas, recentemente descobertos e capazes de
desenvolver problemas de saude. No entanto, pouco se conhece sobre seu papel no ambiente
oral. O tipo de abordagem de sequenciamento influenciou a diversidade da microbiota salivar
humana identificada. Shotgun apresentou maior diversidade e dados mais confiaveis quando
comparado a Amplicon. As duas abordagens apresentaram sensibilidade similares para a
deteccdo de bactérias no nivel taxébmico de género. A escolha da abordagem de
sequenciamento deve considerar as caracteristicas e limitagcbes de cada método.
Sequenciamentos por Amplicon sédo indicados para investigagbes de microrganismos ja
conhecidos enquanto, que Shotgun permite uma avaliagdo mais ampla da composigéo da

microbiota.
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Anexo 5 — Premiagao por Mérito Cientifico no XXVIIl Congresso de Iniciagao Cientifica

da UNICAMP

XXVIIl Congresso {virtual} de Iniciagéo Cientifica da Unicamp

P~
9 Meérito Cientifico

A Universidade Estadual de Campinas, através de sua Pro-Reitoria de Pesquisa, tem a honra
de conceder ao(a) aluno(a) RAFAELA RIE NISHIYAMA, o reconhecimento de MERITO
: CIENTIFICO pela apresentacdo do Trabalho “IDENTIFICACAO DA MICROBIOTA SALIVAR MAIS
REPRESENTATIVA DE SEQUENCIAMENTOS DE SHOTGUN E AMPLICON”, junto ao XXVIII
Congresso de Iniciagdo Cientifica da UNICAMP, realizado no periodo de 30 de novembro a 03
de dezembro de 2020, no formato virtual, sob a orientagdo do(a) Prof(a). Dr(a). FLAVIO
HENRIQUE BAGGIO AGUIAR (FOP, UNICAMP).

Cidade Universitaria “Zeferino Vaz”, dezembro de 2020.




